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(54) Title: METHOD FOR DETECTING LIGANDS WHICH ARE BOUND TO A DRUG TARGET, USING HETERONUCLEAR 
MAGNETIC RESONANCE SPECTROSCOPY 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR AUFFINDUNG VON LIGANDEN, DIE AN EIN DRUG TARGET BINDEN, MITTELS 
HETERONUKLEARER KERNRESONANZSPEKTROSKOPIE 

(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting ligands which are bound to a pre-determined drug target. Said method 
is based on the nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) measuring method and especially on the possibility of being able to 
clearly select the test substances by means of isotope marker, using NMR spectroscopy. The invention thus also relates to methods for 
creating corresponding substance banks, and involves the following aspects: (1) a method for creating a substance bank exclusively 
from compounds which contain at least one core of an NMR-observed element or isotope so that they can be observed by selective 
NMR-spectroscopy, said element or isotope being absent or only very rarely present in the drug target; (2) the substance bank which 
can be created by said method; and (3) a method for identifying active ingredients which are bound to a drug target, said method 
involving the substance bank and being characterised by the recording of NMR spectra which are edited or filtered according to the 
element or isotope present. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Auffindung von Liganden bereit, die an ein vorge- 
gebenes drug target binden. Dieses Verfahren basiert auf der Messmethode der Kernresonanzspektroskopie (NMR) und speziell 
auf der MOglichkeit, die Testsubstanzen eindeutig anhand von Isotopenmarkem NMR-spektral selektieren zu kSnnen. Hierzu be- 
schreibt die vorliegende Erfindung auch Verfahren zum Aufbau entsprechender Substanzbanken. Die vorliegende Erfindung umfaBt 
demnach folgende Aspekte: (1) ein Verfahren zur Zusammenstellung einer Substanzbank ausschlieBlich aus solchen Verbindun- 
gen, die zum Zwecke ihrer selektiven NMR-spektroskopischen Beobachtbarkeit mindestens einen Kern eines NMR-beobachtbaren 
Elementes oder Isotopes enthalten, welches im drug target nicht oder nur mit sehr geringer Haufigkeit vorkommt; (2) die mit die- 
sem Verfahren herstellbare Substanzbank; (3) ein Verfahren zur Identifizierung von Wirkstoffen, die an ein drug target bindenunter 
Verwendung dieser Substanzbank, welches durch die Aufnahme von nach dem vorliegenden Element bzw. Isotop editierten oder 
gefilterten NMR-Spektrumen gekennzeichnet ist. 
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Verfahren zur Auffindung von Liganden, die an ein drug target 
binden, mittels heteronuklearer Kernresonanzspektroskopie 



Beschreibung 

1 . Einleitung 

Die vorliegende Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Auffindung von Liganden, die an 
ein vorgegebenes drug target binden, mittels heteronuklearer Kernresonanzspektroskopie 
(NMR), sowie hierfur geeignete Substanzbanken und ein Verfahren zu deren Zusammen- 
stellung. 

2. Hintergrund und Stand der Technik 



Die Suche nach Wirkstoff-Kandidaten in den Life Sciences (Pharma, Tier- und Pflanzen- 
schutz) wird heute mittels vielfaltiger biologischer, chemischer und physikalischer 
Screening- Verfahren betrieben. Dabei wird aus einer mSglichst umfangreichen und 
chemisch diversen Sammlung niedermolekularer Substanzen nach Verbindungen gesucht, 
die an ein vorgegebenes krankheitsrelevantes Zielmolekul {drug target, in der Regel ein 
Protein, RNA- oder DNA-Abschnitt) binden und dessen biologische Funktion beein- 
flussen. Derart aufgefundene Liganden {initial hits) sind Ausgangsverbindungen fur die 
Entwicklung von Wirkstoff-Kandidaten. Sie mussen in der anschlieflenden Phase der 
Wirkstoffentwicklung hinsichtlich ihrer Affinitat und Selektivitat gegeniiber dem drug 
target in der Regel noch verbessert werden, bevor ihre Wirksamkeit, Toxizitat und 
pharmakokinetischen Eigenschaften (wie die Aufhahme, Verteilung, Metabolisierung und 
Ausscheidung in biologischen Systemen) durch Variation der chemischen Struktur gemafl 
Prinzipien der medizinischen Chemie und ersten in vivo Tests angepafit werden kdnnen. 
Bei diesen Wirkstoff-Optimierungsprozessen ist es von entscheidendem Vorteil, die 
relevanten Wechselwirkungen und Charakterisuka der Bindung eines Liganden am drug 
target genau zu kennen. Basierend auf diesem Wissen kann die weitere Wirkstoff- 
entwicklung rational, zielgerichtet und beschleunigt durchgefuhrt werden. 
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Die magnetische Kemresonanz-Spektroskopie (NMR), mit der molekulare Strukturen, 
Beweglichkeiten und Wechselwirkungen mit atomarer AuflOsung charakterisiert werden 
kQnnen, bietet filr die kommerzielle Wirkstoffsuche und -entwicklung eine Kombination 
besonderer Staxken, die nachfolgend naher ausgefiihrt sind. Sie I6st damit viele Probleme, 
die alternativen Verfahren inharent sind. 

• NMR stellt eine universell einsetzbare physikalische Mefimethode dar, die das 
Screening nach (bindenden) Liganden ermSglicht. Es mttssen also nicht erst 
zeitaufwandig system- bzw. funktionsspezifische biochemische Nachweis- 
verfabxen (bio-assays) entwickelt werden, die zudem das Risiko haufiger falsch- 
positiver Nachweise durch Nebenreaktionen bergen. Ebenso kann bereits ohne 
Kenntnis der Proteinfunktion unmittelbar im AnschluB an die Identifizierung eines 
drug targets (z.B. mittels Methoden der Bioinformatik) mit der Wirkstoffsuche 
per NMR begonnen werden. 

• NMR ist die derzeit empfindlichste Screeningmetiiode zum Nachweis auch sehr 
schwach bindender Wirkstoff-Vorlaufer. Sie kann daher insbesondere auch 
neuartige Ansatze der Wirkstoffentwicklung aber neue Ausgangsmolekule 
erschliefien. 

• NMR erlaubt zudem die Klassifizierung aufgefundener Liganden nach ihrer 
Bindungsstarke (Affinitat) uber einfache Titrationsexperimente. 

• NMR liefert atomar aufgeloste Spektren. Damit k6nnen anhand von NMR- 
Spektren des drug targets unmittelbar verschiedene Bindungsstellen des Liganden 
am drug target erkannt und unterschieden werden. Dies wiederum erlaubt es, 
schnell unspezifische oder irrelevante Wechselwirkungen und damit falsch- 
positive Anzeigen auszuschlieBen. Mittels NMR-spektroskopischer Methoden (in 
Verbindung mit geeigneten rechnergestQtzten Simulationsverfahren wie molecular 
dynamics etc.) ist es weiterhin moglich, die raumliche Struktur des Komplexes aus 
Ligand und drug target und damit den Bindungsmodus zu bestimmen (H.-J.B6hm, 
G.Klebe, H.Kubinyi: "Wirkstoffdesign", Spektrum Akademischer Verlag GmbH, 
1996, Heidelberg/ Berlin/Oxford, ISBN 3-8274-0174-7). Die Entdeckung neuer 
Bindungsstellen und -modi erdffhet neuartige Ansatze der Wirkstoffentwicklung. 

• Mittels NMR kSnnen molekulare Strukturen, Beweglichkeiten und Wechsel- 
wirkungen mit atomarer Auflosung bestimmt und umfassend charakterisiert 
werden. Damit schafft NMR die essentiellen Grundlagen fur die erfolgreiche 
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Optimierung der aufgefundenen ersten bindenden Liganden (inital hits) nach 
Prinzipien der rationalen strukturbasierten Wirkstoffentwicklung (rational drug 
design). Die besondere Starke der NMR-Spektroskopie liegt also in der 
Kombination und gleichzeitigen Eignung zum Aufspiiren und zielgerichteten 
Optimieren neuer Liganden. 

Grundlage fur die Eignung der NMR-Spektroskopie zum Screening ist die Empfind- 
lichkeit, mit der NMR-Signale auf bindungsinduzierte molekulare Veranderungen - wie 
beispielsweise der chemischen Umgebung, molekularen Struktur und Dynamik - 
reagieren. Hierdurch verandern sich oft mehrere Signalcharakteristika bzw. Indikatoren 
gleichzeitig, zu denen vor allem die Signalfrequenz, -intensitat und -form gehSren. Die 
Reporter-Signale, auf denen diese bindungsinduzierten Veranderungen erfafit werden 
mussen dabei eindeutig im NMR-Spektrum erkannt und separiert werden konnen Zwei 
methodische Hauptaspekte aller NMR-Screeningverfahren sind demnach die 
Empfindlichkeit des gewahlten Indikators sowie die Aufldsbarkeit bzw. selektive 
Beobachtbarkeit der gewahlten Reporter-Signale. 

Die Verfahren des NMR-Screenings kennen in prinzipiell zwei Klassen eingeteilt werden 
(Diercks, Coles etal.: Current Opinion in Chemical Biology 2001, 5, 285-291): 

• auf den Liganden detektierende Verfahren (ligandendetektierende Verfahren) 

• auf dem drug target detektierende Verfahren (targetdetektierende Verfahren) 

Die meisten ligandendetektierenden Verfahren, bei denen nach bindungsinduzierten 
Veranderungen in den NMR-Spektren von Liganden gesucht wird, erfassen entweder 
direkte intermolekulare Wechselwirkungen zwischen dem drug target und einem 
Liganden Qber dipolare Relaxationsphanomene, oder aber die Abnahme der freien 
Beweglichkeit eines Liganden durch scheinbare Erhohung der MolekQlgrSfie aufgrund 
der Bindung an das (viel grofiere und tragere) drug target, d.h. die Verlangsamung seiner 
Diffusion und/oder Eigendrehung. 

Diffusion wird NMR-spektroskopisch direkt Qber die Signalabnahme bei Einsatz magne- 
tischer Feldgradienten-Echos erfafit. Bei der Diffusions-geordneten NMR-Spektroskopie, 
DOSY (Johnson: Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 1999, 34, 203- 
256), wird die Abhangigkeit der Signalabnahme von Echostarke oder -dauer zur 
Bestimmung der Diffusionskoeffizienten aufgezeichnet. Diese werden dann in einer 
zweiten Pseudo-Dimension aufgetragen und erlauben so eine schnelle Auftrennung von 
Stoffgemischen in einzelne, verschieden schnell diffundierende Komponenten (Barjat 
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Morris et al.: Journal of Magnetic Resonance 1995, B108, 170-172). Ein konstantes 
Feldgradienten-Echo wirkt als einfacher Diffusionsfilter, der die an das drug target 
bindenden Liganden selektiv dampft. Ein derartiger Diffusionsfilter findet in dem in WO 
98/48264 beschriebenen Verfahren des ligandendetektierenden NMR-Screenings 
Anwendung. 

Die molekulare Eigendrehung ist nur indirekt ttber die Beeinflussung von NMR- 
Relaxationsprozessen zu erfassen. Hierzu gehSrt die entropische T 2 -Relaxation, die zur 
Verbreiterung und Dampfung der NMR-Signale fuhrt und mit abnehmender Molekiil- 
beweglichkeit zunimmt. T 2 -Relaxationsraten kdnnen mit geeigneten NMR-Experimenten 
aus der Signalabnahme in Abhangigkeit von der Dauer einer SpinLock- oder z.B. CPMG- 
Echosequenz ermittelt werden. Eine konstante SpinLock- bzw. Echodauer wirkt als T 2 - 
Relaxationsfilter, der analog dem beschriebenen Diffusionsfilter nur bindende Liganden 
dampft. Dieses Prinzip des ligandendetektierenden NMR-Screenings wird ebenfalls in 
WO 98/48264 beschrieben. 

♦ 

Ein weiteres NMR-Relaxationsphanomen ist der Kem-Overhauser-Effekt (Nuclear 
Oyerhauser Effect, NOE), bei dem Magnetisierung zwischen raumlich nahen Kemspins 
ttbertragen wird. Das AusmaB des NOE hangt, aufier vom Abstand der Kemspins und der 
gewahlten Entwicklungsdauer, stark von der molekularen Beweglichkeit ab. Insbesondere 
wechselt das Vorzeichen des homonuklearen NOE (zwischen Protonen) beim Ubergang 
von kleinen zu groBen Molektilen. Ein kleiner Ligand verhalt sich dabei im gebundenen 
Zustand wie das groBe drug target und nimmt nach seiner Dissoziation die temporar 
erworbene NOE-Intensitat als sogenannten Transfer-NOE (trNOE) in den freien Zustand 
mit. Ein auch nur voriibergehend bindender Ligand kann folglich NMR-spektroskopisch 
dadurch von nicht bindenden kleinen Molekttlen unterschieden werden, daB er im 
Gegensatz zu diesen auch trNOE mit umgekehrtem Vorzeichen aufweist. Dieses Prinzip 
ist Grundlage des in DE 19649359 beschriebenen und als Bioaffinity NMR publizierten 
Verfahrens (Meyer, Weimar et al.: European Journal of Biochemistry 1997, 246, 705- 
709) zum ligandendetektierenden NMR-Screening. 

Neben den beschriebenen m/ramolekularen NOE-Phanomenen zwischen Kemspins 
innerhalb desselben Molektils (hier dem Ligand) kann Magnetisierung auch zwischen 
Kemspins des drug targets und Kemspins seines Liganden ausgetauscht werden. Ein 
solcher wtermolekularer NOE kann prinzipiell sowohl auf dem Ligand als auch auf dem 
drug target beobachtet werden und ist ein unmittelbar zuganglicher, nicht primar von 
Anderungen molekularer Beweglichkeit beeinfluBter lokaler Indikator der 
Ligandenbindung. Er ist beispielsweise Grundlage des ligandendetektierenden NMR- 
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Screenings uber Sattigungs-Iransfer-Differenz = STD (Klein, Meinecke et al.: Journal of 
the American Chemical Society 1999, 121, 5336-5337; Mayer and Meyer: Angewandte 
Chemie, International Edition in English 1999, 38, 1784-1788), NOE-Pumping (Chen 
and Shapiro: Journal of the American Chemical Society 1998, 120, 10258-10259; Chen 
and Shapiro: Journal of the American Chemical Society 2000, 122, 414-415) und 
WaterLOGSY (Dalvit, Pevarello et al.: Journal of Biomolecular NMR 2000, 18, 65-68). 

Die m/ermolekulare Wechselwirkung zwischen den Kernspins eines Liganden und 
Elektronenspins eines paramagnetisch markierten drug targets ist Grundlage des 
SLAPSTIC-Verfahrens zum ligandendetektierenden NMR-Screening (Jahnke, Riidisser 
et al.: Journal of the American Chemical Society 2001, 123, 3149-3150). Diese' Wechsel- 
wirkung fiihrt zu einer extremen Beschleunigung der T 2 -Relaxation und damit zur 
Ausloschung von NMR-Signalen nur derjenigen Liganden, die in der Nahe des para- 
magnetischen Labels am drug target binden. Das Nachweisprinzip ist den beschriebenen 
Relaxations-gefilterten Verfahren vergleichbar. Nachteilig ist jedoch die Notwendigkeit 
zur aufwandigen Markierung des drug targets sowie die Beschrankung des Nachweises 
auf lokalisierte Bindung in der Nahe der paramagnetischen Markierung. 

Der groBte Vorteil liganden-detektierter NMR-Screeningverfahren ist ihre potentiell hohe 
Durchsatzrate, da in der Regel nur sehr kurze MeBzeiten (wenige Minuten pro Probe) 
bendtigt werden 

Samtliche bekannten liganden-detektierenden NMR-Screeningverfahreh beobachten (d h 
messen den FID) auf Protonen, die jedoch ebenfalls mit groBer Haufigkeit in alien drug 
target Molekiilen vorliegen. Daraus ergibt sich das generelle und fundamental Problem 
mnerhalb der Screening-Spektren die Reporter-Signale der Substanzen eindeutig' 
unmittelbar und einfach von den Hintergrund-Signalen des drug targets unterscheiden zii 
kdnnen. Hierfur werden in den bekannten Verfahren zwei prinzipielle, in der Praxis 
jedoch sehr unzureichende Methoden beschrieben. Zum einen kann man das 
Protonenspektrum des freien drug targets vom Screening-Spektrum subtrahieren 
Allerdings ist diese Subtraktion aus grundsatzlichen Erwagungen nie vollstandig 
insbesondere nicht in Gegenwart bindender Liganden, die ja auch im Spektrum des drug 
targets Verschiebungen induzieren. Die einzige meBtechnische M6glichkeit der direkten 
Signalunterdriickung besteht im Einbau eines (T 2 - oder T lp -) Relaxationsfilters, der die 
Signale des wemger mobilen drug targets viel starker unterdriickt als die Reporter- 
Signale der hochmobilen Testsubstanzen. Diese mobilitatsabhangige Selektion setzt 
jedoch voraus, daB die Testsubstanzen erheblich beweglicher als die drug target Molekiile 
smd und unterdriickt prinzipiell nicht nur das drug target, sondern auch den target- 
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gebundenen Zustand eines Liganden. Zwar kann der Bindungsnachweis im Prinzip 
immer noch indirekt Qber die Signalabnahme fur die freie Form des Liganden erfolgen. 
Jedoch erfordert die verlaBliche Erfassung von Signalintensitaten eine in der Praxis kaum 
erreichbare vollstandige Unterdruckung der Hintergrund-Signale durch den 
Mobilitatsfilter, der insbesondere die Signale lokal flexibler MolekUlbereiche des drug 
targets passieren laBt. 

Das Problem der Signal-Unterdrttckung der Resonanzen des drug targets kann auch auf 
elegante Weise geldst werden, indem Liganden eingesetzt werden, die NMR-aktive 
Heterokeme tragen, die nicht oder nur in sehr geringer HMufigkeit im drug target 
vorkommen. Diese Liganden erm6glichen die Durchfuhrung von NMR-Experimenten, 
bei denen auf den Heterokemen detektiert wird, oder die mit dem Heterokem gefiltert 
oder editiert werden. In den daraus resultierenden NMR-Spektren ist das Heterokem- freie 
drug target unsichtbar. 

Ein Nachteil dieser Methode ist natttrlich, daB die zu testenden Liganden den Heterokem 
tragen mtissen. Dies schrankt die Auswahl der geeigneten Verbindungen drastisch ein 
und/oder erfordert einen zusatzlichen synthetischen Aufwand. 

Die Eignung des Heterokems 19 F wird in diesem Zusammenhang in dem Artikel „NMR- 
Based Approaches for Lead Generation in Drug Discovery" von J.W.Peng in Methods of 
Enzymology, Vol. 338 (2001), 202-230 und in der Verdffentlichung „Cross-Correlated 
Relaxation Measurements for the Study of Fluorinated Ligand-Receptor Interactions" 
ebenfalls von J.W. Peng in Journal of MagneticResonance 153 (2001) 32-47 angedeutet. 
Keine dieser Veroffentlichungen beschreibt jedoch konkrete Ausfuhrungsformen dieses 
Konzepts. 

Diese Probleme umgehen die bekannten target-detektierten Verfahren, die bindungs- 
induzierte Veranderungen an Reporter-Signalen des drug targets aufzeigen und - da 
diese einzelnen Atomen des drug targets zuordenbar sind - unmittelbar Ort und Art der 
Ligandenbindung auf dem drug target erfassen. Die eindeutige Selektion der Reporter- 
Signale geschieht bei diesen Verfahren tiber eine NMR-spektroskopisch herbeigeftthrte 
magnetische Kopplung (Korrelation) mehrerer Kernspins innerhalb des drug target 
Molekflls, wie sie so fur die niedermolekularen Testsubstanzen nicht moglich ist. Auf 
diese Weise werden zwei- oder hoherdimensionale charakteristischeyi/ige/prmf-Spektren 
aus Korrelationssignalen der drug targets erhalten, in denen (so gut wie) keine NMR- 
Signale der Testsubstanzen auftreten. Entscheidend ist, daB diese selektive Erfassung der 
Reporter-Signale sowohl im freien wie auch im liganden-assoziierten Zustand des drug 
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targets mfiglich ist, wodurch nunmehr auch hochaffine Liganden direkt beobachtet 
werden konnen. Ala Indikator wird meist einfach eine bindungsinduzierte Verschiebung 
der Korrelationssignale erfaBt. 

Alsfingerprint-Spektren konnen im target-detektierten NMR-Screening einerseits homo- 
nukleare Korrelationsspektren mit zwei gekoppelten 'H-Dimensionen aufgenommen 
werden, wie in der deutschen Patentanmeldung 101 60 177.8 (vom 07 12 2001) 
beschneben. Andererseits konnen auch heteronukleare Korrelationsspektren gemessen 
werden, bei denen typischerweise die Frequenzen eines von Protonen verschiedenen 
Kerns in der mdirekten Dimension mit den Frequenzen der direkt gebundenen Protonen 
in der direkt gemessenen Dimension korreliert werden. Die haufigsten Vertreter dieser 
Technik sind 15 N,'H- (WO 97/18469, WO 97/18471) und 13 C,'H- (WO 00/62074) NMR- 
Korrelationsexperimente. Hierfur mufl das drug target mit den NMR-detektierbaren 
stabilen Isotopen I5 N-Stickstoff bzw. ,3 C-Kohlenstoff angereichert werden, da deren 
naturhche Haufigkeit (0.36% bzw. 1.1%) unzureichend fur schnelle NMR-Spektroskopie 
ist. Das drug target wird durch diesen - gentechnisch einfach moglichen - 
Isotopenaustausch eindeutig markiert und vor den Testsubstanzen und dem 
Losungsmittel ausgezeichnet. Die Isotopenmarkierung erlaubt also eine hochauf gelds te 
spezifische und ausschliefiliche Erfassung der gewunschten Reporter-Signale des drug 
targets in freier und assoziierter Form. 

Den erwahnten Vorteilen target-detektierter NMR-Screeningverfahren - atomar 
aufgelSste unmittelbare Detektion und rSumliche Zuordnung sowohl schwach als auch 
behebig stark bindender Liganden - stehen jedoch im wesentlichen zwei Nachteile 
gegenuber. Einerseits werden die aufgenommenen Spektren des drug targets mit 
zunehmender MolekulgrSBe immer komplexer und aufgrund rascher 
Relaxationsphanomene immer intensitatsschwacher; immobilisierte oder unlOsliche drug 
targets sind der NMR-Spektroskopie in LSsung kaum mehr zuganglich. Zum anderen ist 
die erzielbare effektive Durchsatzrate im Vergleich zu den o.a. liganden-detektierten 
NMR-Screeningverfahren erheblich niedriger, weil die erforderlichen mehrdimensionalen 
Spektren mehr MeBzeit benotigen. 



WO 03/096044 




PCT/DE03/01473 



3 . Zusarnmenfassung der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung zum liganden-detektierten NMR-Screening hat zur Aufgabe, 
Verfahren zur NMR-basierten Wirkstoffsuche bereitzustellen, welche frei sind von den 
eingangs beschriebenen Nachteilen der bekannten Verfahren. Es wird insbesondere die 
Aufgabe behandelt, ein Verfahren bereitzustellen, welches maximale Durchsatzraten 
ermfiglicht. Weiterhin hat die vorliegende Erfindung zur Aufgabe, Verfahren zur NMR- 
basierten Wirkstoffsuche bereitzustellen, welche eine erhdhte Sicherheit gegenuber 
falsch-positiven und/oder falsch-negativenErgebnissen bietet. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ubertragt hierzu das eingangs erwahnte Prinzip des 
target-detektierten Screenings auf das liganden-detektierte Screening, indern die 
herkommliche Selektion der Ligandensignale nach MolekalgroBe durch eine eindeutige 
und gSnzlich groBenunabhSngige Selektion nach NMR-Frequenzen ersetzt wird. Der 
Ligand wird damit sowohl in freier (dissoziierter) als auch in gebundener (target- 
assoziierter) Form selektiv beobachtbar. 

Die vorliegende Erfindung umfaBt weiterhin ein Verfahren zur Zusammenstellung einer 
speziellen Bank, welche besonders auf die Durchfthrung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens mit gesteigerten Durchsatzraten hin ausgerichtet ist. Diese Bank besteht 
ausschlieBlich aus Mischungen solcher Substanzen, die mit NMR-beobachtbaren 
Isotopen markiert sind, welche im drug target nicht oder nur mit sehr geringer Haufigkeit 
vorkommen. Die wesentlichen Merkmale dieses Verfahrens sind in Anspruch 1 
aufgefilhrt. Die Unteranspriiche 2 bis 5 beschreiben bevorzugte Ausfuhrungsformen 
dieses Verfahrens. Es werden insbesondere MOglichkeiten aufgezeigt, wie derartige 
Substanzbanken mit isotopenmarkierien Verbindungen einfach und kostengunstig 
erhalten werden kSnnen, die unter Ausnutzung der einzigartigen Affinitfits- 
empfindlichkeit des NMR-Screening eine maximale chemische Vielfalt erschlieBen und 
als molekulare Bausteine gleichzeitig hohe pharmakologische Relevanz besitzen. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich weiterhin auf die Substanzbank gemaB Anspruch 
6, die durch diese Verfahren erhaltlich ist. Vorteilhafte Ausgestaltungen der 
erfindungsgemaBen Substanzbank sind in den Unteranspruchen 7 bis 10 angegeben. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf ligandendetektierte 
screening- Verfahren zur Wirkstoffsuche unter Verwendung der oben beschriebenen 
Substanzbank, die auf der Messung von Elementen oder Isotopen beruhen, die nicht (oder 
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nur in geringer Haufigkeit) im drug target vorliegen. Die wesentlichen Merkmale dieses 
Verfahrens sind in Anspruch 11 genannt, wahrend die UnteransprQche 12 bis 17 
besonders vorteilhafte Ausftihrungsformen dieses Verfahrens beschreiben. Ein 
alternatives Verfahren wird in den Ansprttchen 18 bis 21 genannt. Das der Erfindung zu 
Grunde liegende Problem der Steigerung der Durchsatzraten wird erfindungsgemaB durch 
die gleichzeitige Vermessung einer Vielzahl von Substanzen in den Gemischen der 
Substanzbank gelost, welche ihrerseits erst durch die Vereinfachung der erhaltenen 
Spektren durch den Einsatz der Heterokeme ermoglicht wird. 

Das erfrndungsgemafie Screening- Verfahren kann unter Verwendung verschiedener 
NMR-Experimente durchgefuhrt werden, die die ligandenspezifischen Reporter-Signale 
der Isotopenmarker detektieren und daran einen oder mehrere der erwahnten Bindungs- 
indikatoren sowohl im dissoziierten als auch im assoziierten Zustand erfassen. Die 
erhaltenen heteronuklear editierten oder gefilterten Screening-Spektren enthalten keine 
Storsignale unmarkierter Komponenten mehr. Damit wird erstmals das mefitechnisch 
flberragende Problem der Wasserunterdriickung vollstandig geldst. Ebenso lost die 
vorliegende Erfindung das in der Spektrenauswertung uberragende Problem stdrender 
Restsignale des drug targets, die bei den bisherigen Verfahren nur unvollstandig 
unterdruckt werden. Die Screening-Spektren sind uberdies von maximaler Einfachheit, da 
sie nur wenige Reporter-Signale pro Testsubstanz (entsprechend der Anzahl eingebauter 
Isotopenmarker) aufweisen. Bevorzugt ist die Verwendung von Substanzgemischen, bei 
denen jede Testsubstanz nur ein einziges Reporter-Signal erzeugt. Dies vereinfacht zum 
einen die automatisierte Spektrenauswertung und Identifizierung bindender Liganden. 
Die Ubersichtlichkeit der Gemisch- Spektren erlaubt zum anderen die Zusammenstellung 
und eindeutige spektrale Unterscheidbarkeit von umfangreicheren Substanzgemischen 
und ist somit im Hinblick auf das der Erfindung zu Grunde liegende Problem als optimal 
einzustufen. Das erfindungsgemafie Verfahren ermoglicht damit den bislang hifchsten 
Durchsatz aller NMR- Screening- Verfahren, mit dem iiber 10.000 Substanzen pro Tag 
getestet und bindende Liganden unmittelbar identifiziert werden konnen. 



4. Beschreibung der Zeichnungen 

Figur l.a zeigt ein 1 9F-NMR-Spektrum der Submischung A ohne target-Protein 
(hellgrau, oben), mit Lysozym als Blindprobe (grau, Mitte) sowie mit an-Chymotrypsin 
als target-Protein (schwarz, unten). 
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Figur l.b zeigt ein 1 ^p-NMR-Spektrum der Submischung B ohne target-Protein 
(hellgrau, oben), mit Lysozym als Blindprobe (grau, Mitte) sowie mit all-Chymotrypsin 
als target-Protein (schwarz, unten). 

Figur l.c zeigt ein 1 9 F-NMR-Spektrum der Submischung C ohne target-Protein 
(hellgrau), mit Lysozym als Blindprobe (grau) sowie mit all-Chymotrypsin als target- 
Protein (schwarz). 
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5. Ausftihrliche Beschreibung der Erfindung 



5.1 Definitionen 



Im folgenden wird unter einem drug target ein Molekul verstanden, dessen biologische 
Funktion und/oder Aktivitat dutch Wechselwirkung mit einem Liganden so verandert 
werden soil, daB erne bestimmte gewiinschte Wirkung (z.B. die Therapie einer Krankheit) 
erzielt wird. Typische drug targets umfassen naturlich vorkommende Proteine DNA- 
und/oder RNA-Molektile. Derartige drug targets haben typischerweise ein deutlich 
grdBeres Molekulargewicht als die Testsubstanzen. Die vorliegende Erfindung ist jedoch 
mcht auf solche drug targets beschrSnkt. Es ist sogar moglich, der NMR-Spektroskopie 
in Losung mcht zugangliche (groBe oder immobilisierte) drug targets einzusetzen, da 
diese bei dem erfindungsgemaBen Verfahren des liganden-detektierten NMR-Screenings 
selber mcht erfaBt werden. Zur Durchffihrung des beschriebenen Verfahrens muB das 
drug target in ausreichender Menge (ca. 10* mg je 1000 zu testende Substanzen) und 
Remheit dargestellt werden. Hierfur sind insbesondere gentechnisch veranderte 
mikrobielle Expressionssysteme geeignet. Die entsprechenden biochemischen Methoden 
sind dem Fachmann bekannt, insbesondere da fur das erfindungsgemaB beanspruchte 
Verfahren des NMR-Screenings keine Isotopenmarkierung erforderlich ist. 

Der Begriff Ligand bezeichnet eine chemische (Test)Substanz, die an das drug target 
bindet. Derartige Liganden sind typischerweise niedermolekulare chemische 
Verbindungen, die als Naturstoffe isoliert werden konnen oder uber chemische Synthese 
zuganghch smd; die vorliegende Erfindung zur Suche nach Liganden {Screening) ist 
jedoch unabhSngig von der GrSBe der zu testenden Substanzen. 

Mit Bindung des Liganden an das drug target wird jede Wechselwirkung beider Molekule 
bezeichnet, die ausreichend stark ist, urn die NMR-Spektren des Liganden 
charaktenstisch zu beeinflussen. Typischerweise kfinnen mit dem vorliegenden Verfahren 
Bindungen nachgewiesen werden, deren Dissoziationskonstante K D zumindest im 
milhmolaren Bereich liegen. Es besteht keine AfFinitats-Obergrenze. 

Als Isotopenmarker oder Heterokern wird im Rahmen dieser Erfindung ein Element oder 
Isotop bezeichnet, welches NMR-spektroskopisch erfaBbar ist und in alien MolekOlen der 
Testsubstanzen enthalten ist, wahrend es im entsprechenden drug target nicht oder nur in 
so gennger natiirlicher Haufigkeit (bevorzugt unter 5%, starker bevorzugt unter 2%) 
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vorkommt, daB es beim erfindungsgemaBen Screening-Verfahren zu keinen beobacht- 
baren NMR-Signalen des drug targets fuhrt. Diese Erfordernis kann auch erfiillt sein 
wenn das drug target zwar ebenfalls Isotopenmarker enthalt, diese jedoch zu NMR- 
Signalen deutlich auBerhalb des Frequenzbereiches der Isotopenmarker der 
Testverbindungen fuhren. Die Aufgabe der Isotopenmarker im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist dabei, ausschlieBlich fur die Testsubstanzen NMR-beobachtbare 
Reportersignale zu liefern, die immer eine eindeutige Unterscheidung vom drug target 
ermoglichen. Der Begriff Jsotopenmarkierung" impliziert nicht, daB die betreffende 
Markierung. extra durch eine spezifische chemische Reaktion in die Verbindung 
eingefUhrt wird. Fur die Ausftihrung der vorliegenden Erfindung ist es ebenso moglich, 
dass die Verbindung bereits mit dem Isotopenmarker neu hergestellt wird. 

Unter einem heteronuklearen NMR-Experiment wird ein solches NMR-Experiment 
verstanden, bei dem entweder die Anregung der letztlich beobachtbaren NMR-Koharenz 
auf einem Heterokern erfolgt, oder bei dem zumindest ein Koharenz- oder 
Magnetisierungstransfer zwischen zwei Kernen verschiedener Typen (unter EinschluB 
von mindestens einem Heterokern) erfolgt. Im Rahmen dieser Erfindung werden 
allerdings auch solche Protonen der Testsubstanzen wie Heterokeme behandelt und 
zusammen mit diesen unter dem Begriff Isotopenmarker zusammengefaBt, deren 
Signalfrequenzen deutlich auBerhalb des Protonenspektrums des drug targets liegen. Die 
angeregte NMR-Koharenz kann in Form eines heteronuklear editierten NMR-Spektrums 
erfaBt werden, in dem die Frequenzen der Heterokem-Signale (in vorliegender Erfindung 
als Reportersignale bezeichnet) direkt aufgezeichnet werden. Im Gegensatz dazu wird in 
einem heteronuklear gefilterten NMR-Experiment die heteronuklear angeregte NMR- 
Koharenz auf koppelnde Protonen ubertragen und auf diesen indirekt in Form eines 
selektierten Protonenspektrums erfaBt. 

Unter Mefibedingungen werden im Zusammenhang der vorliegenden Erfindung die bei 
der Aufhahme eines NMR-Spektrums gewahlte Pulssequenz, die bei der Messung 
vorliegende Temperatur, das Losungsmittel und der pH der zu messenden LSsung, sowie 
die bei der Messung verwendeten NMR-spektroskopischen Parameter (insbesondere 
Delays, Sendefrequenzen und Pulsleistungen) verstanden. 
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5.2 Verfahren zur Zusammenstellung der erfindungsgemafien Substanzbank 

Ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden Erfmdung ist ein Verfahren zur 
Zusammenstellung von Substanzen nach den allgemeinen und speziellen Erfordernissen 
des erfindungsgemaSen Screening-Verfahrens. Dieses Verfahren umfasst die folgenden 
wesentlichen Schritte: 

(i) Auswahl einer Anzahl von Substanzen, die jeweils eine oder mehrere 
Isotopenmarker des selben Typs aufweisen; 

(ii) Bestimmung der NMR-Resonanzfrequenzen der Isotopenmarker der 
ausgewahlten Substanzen; 

(iii) Gruppierung der ausgewahlten Substanzen in eine oder mehrere 
Teilmenge(n), so daB innerhalb jeder Teilmenge sich die Signalfrequenz eines 
jeden Isotopenmarkers mindestens urn das Doppelte der jeweiligen Breite des 
Signals auf halber Hohe (sogenannte Linien- oder Halbwertsbreite) von den 
Signalfrequenzen aller anderen Isotopenmarker innerhalb der Teilmenge 
unterscheidet (d.h. daB der Abstand benachbarter Signale grQBer als die 
Summe ihrer Halbwertsbreiten ist) und innerhalb jeder Teilmenge alle 
Signalfrequenzen der Isotopenmarker innerhalb eines spektralen Bereiches 
von 15 kHz fallen, mit der Maflgabe, daB die Substanzen jeder Teilmenge 
untereinander nicht reagieren; 

(iv) Herstellung von einem oder mehreren Substanzgemisch(en), wobei fur jedes 
Substanzgemisch alle Substanzen der jeweiligen Teilmenge gemaB Schritt 
(iii) gemischt werden. 

Die erfindungsgemaBe Substanzbank ist eine Zusammenstellung einer groBen Anzahl 
(beispielsweise Uber 1()2, bevorzugt uber 1()3, starker bevorzugt aber 5-103) an 
Substanzen, die in Form von Gemischen vorliegen. Die maximale Anzahl an Substanzen, 
die in der Substanzbank enthalten sein kdnnen, ist grundsStzlich nicht beschrankt. Aus 
finanziellen Griinden und aus Griinden der Praktikabilitat wird die maximale Anzahl an 
Verbindungen in den meisten Fallen im Bereich von 10* bis 10°" Substanzen liegen 
wobei ein typischer Maximalwert bei 1()5 liegt. Die Verwendung von Gemischen ist ini 
Hinblick auf den maximal moglichen Durchsatz an Substanzen in dem 
erfindungsgemaBen sceening-Verfahren ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden 
Erfmdung. Die Anzahl an Gemischen sollte so gering wie moglich gehalten werden. Die 
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erforderliche Mindestzahl an Gemischen richtet sich nach dem Quotienten aus der 
Gesamtzahl an Substanzen in der Substanzbank und der maximalen Anzahl an 
Substanzen, die in einem Gemisch vereint werden konnen ohne die wesentlichen 
Kriterien des oben genannten Teilschrittes (iii) zu verletzen. Bei einer GroBe der 
Substanzbank von etwa 10 4 Verbindungen und einer Anzahl von 50 bis 100 
Verbindungen pro Gemisch ergibt sich beispielsweise eine Anzahl von etwa 100 bis 200 
Gemischen. 

Es ist naturlich auch nicht ausgeschlossen, daB in den Gemischen neben den nach den 
oben beschriebenen Kriterien ausgesuchten Substanzen auch noch weitere Substanzen 
vorliegen, die beispielsweise einen anderen Isotopenmarker (z.B. 2 H start * 9 F) tragen. 
Derartige zusatzliche Substanzen tragen zu dem erfindungsgemaBen Konzept der 
ErhShung des Durchsatzes nicht bei, kdnnen jedoch zusatzliche Probleme verursachen, da 



sie 



• die Wahrscheinlichkeit erhShen, daB innerhalb der Gemische unerwunschte 
Reaktionen zwischen den Substanzen auttreten; 

• Loslichkeitsprobleme in den Stocklosungen (s. Abschnitt 5.2.8 unten) verursachen 
kSnnen, da sie die Gesamtkonzentration an gelosten Substanzen in der 
Stocklfisung erhdhen; und 

• da sie das Risiko bergen, daB stark bindende Liganden innerhalb der Gruppe der 
zusatzlichen Substanzen schwach bindende Liganden aus der Gruppe der 
erfindungsgemaBen Substanzen verdrangen, so daB letztere nicht oder nur schlecht 
als Liganden identifiziert werden. 

Diesen potenziellen Problemen steht lediglich ein geringer Zeitgewinn gegenuber, der 
dadurch entsteht, daB weitere Messungen an den zusatzlichen Substanzen durchgefuhrt 
werden konnen, ohne daB dazwischen ein Probenwechsel erforderlich ist (soweit der 
Probenkopf dies ttberhaupt zulaBt). Bei modemer Ausrustung mit automatischem 
Probenwechsler oder Dur chfl uBprobenkopf kann dieser Zeitgewinn jedoch die oben 
genannten potenziellen Probleme nicht kompensieren. Die Herstellung und Verwendung 
von Gemischen, in denen keine weiteren ausser nach den einleitend genannten Regeln 
ausgewahlen Substanzen mit Isotopenmarker enthalten sind, ist daher im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung bevorzugt. 
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5,2.1 Allgemeine Voraussetzungen 

Wie fur ligandendetektierte NMR-Screeningverfahren allgemein gilt, mussen die 
Substanzen in waSriger Losung liber die Dauer eines Screening-Durchlaufes (> 1 Tag) 
chemisch stabil sein und diirfen im Gemisch nicht miteinander reagieren. Die NMR- 
Spektren von Gemischen geeigneter Substanzen (Gemischspektren) sollten auch keine 
Uberlagerungen aufweisen, um die einzelnen Komponenten weiterhin unmittelbar 
spektral unterscheiden zu konnen. Diese Bedingung ist erftillt, wenn benachbarte 
Signalpositionen um mindestens das Doppelte der Summe ihrer Halbwertsbreiten 
auseinander liegen. Zur Aufhahme binreichend intensiver NMR-Spektren innerhalb von 
kurzer Zeit sollten die Testsubstanzen in waBriger Losung zu mindestens 0.05 mM, 
starker bevorzugt 0.1 mM, besonders bevorzugt 0,2 mM loslich sein. Da das 
erfindungsgemaBe Verfahren jedoch erstmals auch die selektive NMR-Beobachtung der 
Liganden im gebundenen Zustand erlaubt, gilt diese LSslichkeitsbedingung weniger 
streng: nunmehr mussen die Liganden entweder in waBriger Losung (d.h. im freien 
Zustand) oder im Komplex mit dem drug target diese MindestlSslichkeit erfullen. Es ist 
jedoch nicht auszuschlieBen, daB diese Mindestkonzentrationen in der Zukunft durch die 
Entwicklung und den Einsatz empfindlicherer Probenkopfe weiter gesenkt werden 
konnen. In diesem Falle emiedrigen sich natiirlich auch die erforderlichen 
Mindestkonzentrationen in der DMSO-Stockl6sung (s. Abschnitt 5.2.8 unten) 
entsprechend. 

Als wesentliches Merkmal mussen die ausgewahlten Testsubstanzen jeweils mindestens 
einen Isotopenmarker enthalten, d.h. einen Kern eines Elementes oder Isotopes, der 
NMR-spektroskopisch beobachtbar ist und im drug target nicht bzw. nur mit sehr viel 
geringerer (bevorzugt weniger als 5%, starker bevorzugt weniger als 2%) Haufigkeit 
vorkommt, oder der ein NMR-Signal deutlich auBerhalb des Frequenzbereiches 
gleichartiger Elemente oder Isotope im drug target liefert. Aus NMR-spektroskopischer 
Sicht sind dabei besonders Keme mit hoher NMR-Empfindlichkeit und spektraler 
Dispersion vorteilhaft, die zu intensiven und gut aufgeldsten Reportersignalen fuhren. 

Weiterhin mussen alle Testsubstanzen der Substanzbank den selben Isotopenmarker 
aufweisen. 

Es ist bevorzugt, wenn moglichst wenige Reportersignale pro Testverbindung vorliegen, 
um NMR-Spektren minimaler Komplexitat zu erhalten. Die Anzahl erhaltener 
Reportersignale ist dabei gleich der Anzahl Isotopenmarker bzw. magnetisch aquivalenter 
Isotopenmarker (z.B. in CX 3 -Einheiten). Besonders bevorzugt sind Testverbindungen, die 



WO 03/096044 




PCT/DE03/01473 



nur ein einziges Reportersignal liefem. So k6nnen maximal umfangreiche 
Substanzmischungen (beispielsweise mit bis zu 100 oder 150 Verbindungen) ohne Uber- 
lagerungen in ihren Gemisch-Spektren zusammengestellt werden, die dann im 
erfindungsgemaBen NMR-Screeningverfahren direkt eingesetzt und unmittelbar nach den 
einzelnen Komponenten unterschieden werden konnen. Die Durchsatzraten werden so um 
mindestens eine Zehnerpotenz gegenuber herkommlichen NMR-Screeningverfahren 
erhoht. Eine minimale Anzahl Isotopenmarker erschwert zwar die Erkennung von 
Ligandenbindung fiber lokale Effekte (wie Verschiebung der Signalfrequenz oder 
direktem intermolekularen Magnetisierungstransfer zwischen Ligand und drug target). 
Die daraus resultierende Gefahr falsch-negativer Anzeige wird aber durch die 
(gleichzeitige) Erfassung der Ligandenbindung uber globale Effekte (wie diffusions- oder 
relaxationsmodulierte Signalintensitaten) aufgehoben, welche ohne groBeren 
MeBaufwand an beliebiger Position im Liganden ermittelt werden konnen. Sollen jedoch 
primar lokale Bindungseffekte erfaBt werden, ist eine moglichst hohe Verteilung der 
Isotopenmarker im Liganden vorteilhaft 

Die Isotopenmarkierung der zumeist synthetischen, nicht-biogenen Testsubstanzen ist 
schwieriger als die mittlerweile fast routinemaBig durchgefuhrte gentechnische 
Isotopenmarkierung der drug targets mit den NMR-aktiven Kemen ,3 C, l5 N oder 2 H 
(Goto and Kay: Current Opinion in Structural Biology 2000, 10, 55-592). Insbesondere 
ist ein allgemeiner Isotopenaustausch - beispielsweise des Uberwiegenden, NMR- 
unsichtbaren l2 C Kohlenstoffs (mit 99% natiirlicher Haufigkeit) gegen das seltene, NMR- 
spektroskopierbare ,3 C Isotop - synthetisch nur schwer durchftihrbar. Es gibt aber eine 
Reihe von Methoden, auf dem Weg chemischer Derivatisierung NMR-aktive Kerne an 
die Testsubstanzen als Isotopenmarker anzuhangen. 

WShrend der Isotopenmarker als Lieferant des NMR-Reporter-Signales essentiell ftir das 
erfindungsgemaBe Verfahren ist, sind an die Substanzbank zur erfolgreichen 
Wirkstoffsuche noch weitere allgemeingultige Anforderungen zu stellen. Vor allem sollte 
sie eine mSglichst groBe chemische Vielfalt abdecken, um die Trefferwahrscheinlichkeit 
des NMR-Screeningverfahrens zu erhShen. Die Empfindlichkeit des Screeningverfahrens 
hinsichtlich der minimalen erfaBbaren Bindungsstarke ist beim NMR-Screening 
uniibertroffen hoch. Daher miissen die aufzufindenden Liganden bei weitem nicht so 
exakt in ihre komplementare Bindungstasche am drug target passen, wie fur eine 
Trefferanzeige bei den unempfindlicheren Hochdurchsatz-Screeningmethoden (HTS) 
erforderlich ist. Der chemisch-strukturelle Raum muB deshalb durch eine fur das NMR- 
Screening optimierte Substanzbank weniger dicht abgedeckt werden. Die Substanzbank 
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kann auf erne erheblich geringere Anzahl (10 3 - 10 5 Verbindungen) einfacher chemischer 
Grundgeruste beschrankt werden, die im allgemeinen zwar weniger stark, dafttr aber mit 
hoherer Wahrscheinlichkeit an ein vorgegebenes drug target binden. Im Gegensatz zu 
komplexeren Verbindungen konnen diese einfachen Grundmotive kauflich erworben Oder 
durch chemische Synthese leicht mit bestimmten Isotopenmarkem hergestellt werden 
Damit ist das Problem der Zuganglichkeit einer fur das NMR-Screening ausreichenden 
chemischen Vielfalt mit isotopenmarkierten Verbindungen gut losbar. 

Ein mogliches Problem ist die Beeinflussung der pharmakologischen oder bindungs- 
chemischen Eigenschaften eines Liganden durch den Isotopenmarker. Falls der Isotopen- 
marker nur temporar eingebaut wird und im medizinisch-chemischen Optimierungs- 
prozeB wieder entfernt werden soli, sind die pharmakologischen Eigenschaften (z.B. 
Toxizitat, Bioverfugbarkeit etc.) des Isotopenmarkers irrelevant. Wichtig ist dann jedoch 
daB der Isotopenmarker die Ligandenbindung an das drug target nicht wesentlich 
beemfluBt, so daB die Affinitfit zwischen drug target und Ligand auch bei der 
nachtraglichen Entfernung des Isotopenmarkers erhalten bleibt. Verbleibt der 
Isotopenmarker permanent im Liganden, so sind ausschlieBlich seine pharmakologischen 
Eigenschaften relevant. 

5.2.2 Fluor als Isotopenmarker 



In einer besonders bevorzugten Ausfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird als 
Isotopenmarker das Element Fluor benutzt und entsprechend eine Substanzbank aus 
fluorhaltigen Verbindungen zum Zwecke des Fluor-detektierten NMR-Screenings 
zusammengestellt. Das Element Fluor liegt mit 100% natttrlicher Haufigkeit in Form des 
hervorragend NMR-zugSnglichen Isotopes 19 F vor und ist iiberdies in praktisch keiner 
bekannten biogenen Substanz und damit auch in praktisch keinem bekannten drug target 
vorhanden. Gleichzeitig sind mehrere Zehntausend fluorierte Substanzen kommerziell 
erhaltlich, mit denen die fur effektives 19 F-NMR-Screening notwendige chemische 
Vielfalt abgebildet werden kann. Fluorierte Verbindungen besitzen uberdies 
iiberdurchschnittlich giinstige pharmakologische Eigenschaften, weshalb ,9 F meist als 
permanenter Isotopenmarker verbleiben kann. So werden z.B. aromatische Wirkstoff- 
Kandidaten bei der medizinisch-chemischen Optimierung bevorzugt in para-Stellung 
fluonert, urn ihren raschen cytochromatischen Abbau zu blockieren. Auch als nur 
temporarer Isotopenmarker ist I9 F besonders geeignet, da das Atom nahezu isoster (gleich 
grofi) zu Wasserstoff ist und sich die chemischen Eigenschaften einer Verbindung nach 
Austausch von 19 F durch «H meist nur marginal Sndern. Hinsichtlich seiner NMR- 
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spektroskopischen Eigenschaften ist der Spin- 1 /2-Kern 19 F mit 83% relativer Empfind- 
lichkeit dem Proton ! H nahezu gleichwertig. Bei vergleichbaren Linienbreiten und 
Signalintensitaten ist die spektrale Dispersion fiir l9 F hingegen ca. 30fach groBer als fiir 
1 H. Daher konnen erheblich umfangreichere Substanzmischungen (beispielsweise mit bis 
zu 100 bis 150 Verbindungen) ohne Cfberlagerungen in ihren Gemisch-Spektren im 19 F- 
NMR-Screening eingesetzt und unmittelbar unterschieden werden, was die 
Durchsatzraten urn mindestens eine Zehnerpotenz gegenuber herkommlichen 
(protonendetektierenden) NMR-Screeningverfahren erhoht. Zusatzlich reagieren die 
Signalfrequenzen von 19 F gegenuber ! H ca. 30fach empfindlicher auf Veranderungen der 
lokalen chemischen Umgebung und konnen bindungsinduzierte Effekte daher auch noch 
in erheblich groBerer Entfernung registrieren. Fiir die bevorzugt eingesetzten kleinen 
chemischen Grundgeriiste reicht so oftmals bereits ein einziger l9 F-Kern aus, um selbst 
anhand des lokalen Indikators Signalfrequenz eine Ligandenbindung verlaBlich erfassen 
zu konnen. 

5.2.3 Deuterium als Isotopenmarker 

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird als 
Isotopenmarker das Wasserstoff-Isotop Deuterium ( 2 H) benutzt und entsprechend eine 
Substanzbank aus deuteriumhaltigen Verbindungen zum Zwecke des 2 H-detektierten 
NMR-Screenings zusammengestellt. Deuterium ist mit nur 0.015% natOrlicher HSufigkeit 
in alien biogenen Verbindungen und drug targets praktisch nicht nachweisbar. Im 
Gegensatz zu fluorierten Verbindungen sind deuterierte Verbindungen jedoch nicht in der 
erforderlichen Vielfalt kommerziell erhaltlich. Allerdings ist der gezielte Einbau von 
Deuterium mittels chemischer Syntheseverfahren breit moglich und kann die 
erforderliche chemische Vielfalt gut abdecken. Als Beispiel sei die Zuganglichkeit fiber 
kommerziell erhaltliche halogenierte Verbindungen (Chlor-, Brom- oder Iod-haltige 
Verbindungen) durch Umsetzung zu den entsprechenden Grignard-Salzen und Aufhahme 
in schwerem Wasser ( 2 H 2 0) genannt (Jerry March: Advanced Organic Chemistry, Wiley- 
Interscience, ISBN 0-471-85472-7; H. Beyer, W. Walter: Lehrbuch der Organischen 
Chemie; S. Hirzel Verlag Stuttgart; ISBN 3-7776-0406-2). Bindungschemische und 
pharmakologische Eigenschaften sind fur die Isotope 2 H und identisch, so daB 
Deuterium als permanenter wie auch als jederzeit gegen *H austauschbarer temporSrer 
Isotopenmarker verwendet werden kann. Deuterium weist nur ca. 1% der NMR- 
Empfindlichkeit von l H auf, die jedoch immer noch fur hinreichend schnelles 2 H- 
detektiertes NMR-Screening ausreichend ist. Spektrale Dispersion (in ppm) und 
chemische Verschiebung (in ppm) sind fiir die Isotope l H und 2 H gleich. Im Unterschied 
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zu H ist 2 H jedoch ein Quadrupol-Kem (Spin = 1), dessen Relaxation viel empfindlicher 
auf Anderungen der lokalen chemischen Umgebung reagiert als bei einem Spin-'A-Kern 
wie dem Proton. Insofem werden Signalintensitat und -breite als Bindungsindikatoren 
aussagekraftiger bzw. relaxationsgefilterte 2 H-NMR-Messungen gegenflber 'H 
effizienter. 

5.2.4 Tritium als Isotopenmarker 

Die erfindungsgemaBen Verfahren konnen auch unter Benutzung des dritten Wasserstoff- 
Isotops, Tritium ( 3 H), als Isotopenmarker angewendet werden. Die Ausfiihrungen zum 
Wasserstoff-Isotop *H gelten entsprechend. Die NMR-Eigenschaften dieses Spin-V 2 - 
Kernes sind jedoch dem Proton viel ahnlicher. Es ist jedoch zu beachten, daB Tritium 
radioaktiv ist, so daB dessen Verwendung einen hohen sicherheitstechnischen Aufwand 
erfordert. 

5.2.5 C als Isotopenmarker 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird als 
Isotopenmarker das Kohlenstoff-Isotop ,3 C benutzt und entsprechend eine Substanzbank 
aus 13 C-haltigen Verbindungen zum Zwecke des direkt 13 C-detektierten oder indirekt ,3 C- 
gefilterten/'H-detektierten NMR- Screenings zusammengestellt. 13 C ist mit nur 1.1% 
natttrlicher Haufigkeit in alien biogenen Verbindungen und drug targets wie auch 2 H 
praktisch nicht nachweisbar. Kommerziell sind ,3 C-markierte Verbindungen allerdings 
recht teuer und nur mit geringer chemischer Vielfalt erhaltlich. Jedoch bestehen auch hier 
vielfaltige Moglichkeiten, 13 C mittels chemischer Syntheseverfahren einzuftihren. 
Beispielsweise kann kommerziell erhaltlicher ,3 C-Methylalkohol iiber gangige 
Veresterungs- und Veretherungsreaktionen eingebaut werden (Jerry March: Advanced 
Organic Chemistry, Wiley-Interscience, ISBN 0-471-85472-7; H. Beyer, W. Walter: 
Lehrbuch der Organischen Chemie; S. Hirzel Verlag Stuttgart; ISBN 3-7776-0406-2). 
Bindungschemische und pharmakologische Eigenschaften sind fur die Isotope ,3 C und 
,2 C identisch, so daB ,3 C als permanenter wie auch als jederzeit gegen 12 C austauschbarer 
temporarer Isotopenmarker verwendet werden kann. ,3 C ist ein NMR-spektroskopisch 
sehr gut meBbarer Spin- 1 /2-Kem. Die relative NMR-Empfindlichkeit von 1.6% (bzgl. 'H) 
ist ausreichend fur schnelles ,3 C-detektiertes NMR-Screening. Sie kann noch deutlich 
erhdht werden, wenn auf ,3 C-gebundenen Protonen beobachtet, d.h. 13 C-gefiltert/'H- 
detektiert gemessen wird (diese indirekten Isotop-gefilterten MeBmethoden sind 
allgemein gangbar, wenn das Isotop direkt an ein Proton gebunden ist). Bei direkt ,3 C- 
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detektierendem NMR-Screening wirkt sich allerdings die gegenuber l H ca. 20fach 
grOfiere spektrale Dispersion insbesondere vorteilhaft auf die maximal mOgliche Anzahl 
an Testsubstanzen aus, die ohne Uberlappung ihrer Reportersignale im Gemisch 
vorliegen konnen. Dies ermoglicht eine weitere Steigerung der Durchsatzraten, wie 
bereits fur 19 F-detektiertes NMR-Screening beschrieben. 

5.2.6 31 P als Isotopenmarker 

In einer weiteren Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird als 
Isotopenmarker das Element Phosphor benutzt und entsprechend eine Substanzbank aus 
phosphorhaltigen Verbindungen zum Zwecke des phosphor-detektierten NMR- 
Screenings zusammengestellt Das Element Phosphor liegt mit 100% naturlicher 
Haufigkeit in Form des gut NMR-zugSnglichen Isotopes 31 P vor, kommt jedoch auch 
haufig in drug targets vor (z.B. in phosphorylierten Proteinen sowie in DNA und RNA). 
Allerdings ist hier der NMR-Spektralbereich relativ eng umgrenzt und kann u.U. gut von 
den 31 P-Signalen phosphorhaltiger Testsubstanzen unterschieden werden. WShrend die 
NMR-Eigenschaften des Spin- 1 /2-Kernes 3, P giinstig sind (6.6% der NMR-Epfindlichkeit 
von l H, jedoch eine ca. 40fach grSBere spektrale Dispersion), ist die Zuganglichkeit einer 
breiten chemischen Vielfalt phosphorhaltiger Verbindungen problematisch. Wegen des 
oft deutlichen Einflusses auf die Bindungseigenschaften eignet sich Phosphor meist nur 
als permanenter Isotopenmarker. Eine allgemeine Aussage uber die pharmakologischen 
Eigenschaften kann angesichts der sehr geringen Zahl bekannter phosphorhaltiger 
Wirkstoffe nicht gemacht werden. 3l P-detektierte NMR-Spektroskopie nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren ist demnach insbesondere in Einzelfallen mit 
spezialisierten Substanzbanken sinnvoll. 

5.2.7 Weitere Isotopenmarker 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann auch mit weiteren NMR-observablen Isotopen- 
markem durchgefilhrt werden. Eine Liste weiterer observabler Isotopenmarker kann z.B. 
dem BRUKER- Almanac der Firma BRUKER Biospin GmbH (nmr@bruker.de) entnom- 
men werden. 

5.2.8 Herstellung von StocklSsungen 

Die derart ausgewahlten Testsubstanzen werden bevorzugt hochkonzentriert in 
Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst bereitgestellt, in dem sie allgemein sehr gut loslich und 
haltbar sind. 
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5.2.9 Herstellung von Substanzgemischen 

Bei der Durchfohrung des erfindungsgemaBen Verfahrens werden die Testsubstanzen 
nicht einzeln, sondern bereits als Gemisch-Stockldsungen bereitgestellt, in denen die 
Komponenten einheitlich bevorzugt mindestens 0.05 M (starker bevorzugt 0.1 M) 
Konzentration aufweisen sollten damit ihre spatere Zugabe zur wafirigen Losung des drug 
targets mit moglichst kleinem Volumen erfolgen kann; dies ist nStig, da oberhalb von 
etwa 5 bis 10 Volumenprozent DMSO-Anteil strukturelle Veranderungen des drug target 
Proteins eintreten konnen. Dies erleichtert die Screening-Routine erheblich, wobei das 
Screening von Substanzgemischen nicht nur zu einem erhohten Probendurchsatz, sondern 
auch aus - nachfolgend noch naher erlauterten - Griinden im Hinblick auf die 
Spektrenstandardisierung von Vorteil ist. Bei der Zusammenstellung dieser Gemisch- 
Stocklosungen ist selbstverstandlich darauf zu achten, daB die Komponenten nicht 
untereinander reagieren. Die Reporter-Signale der Komponenten durfen sich ferner nicht 
uberlagem, urn weiterhin deren eindeutige und direkte spektrale Unterscheidung zu 
ermoglichen. Aufgrund prinzipieller NMR-methodischer Probleme bei der homogenen 
Breitband-Anregung sollten die Mischungen zuletzt derart zusammengestellt sein, daB 
alle enthaltenen Reporter-Signale innerhalb eines spektralen Bereiches fallen, der von der 
maximalen Anregungsbreite des bei dem screening- Verfahren verwendeten NMR- 
Experiments abgedeckt wird (mit den derzeit verfugbaren Pulsprofilen sind dies maximal 
ca. 15 kHz; es ist jedoch nicht auszuschliefien, daB im Rahmen zukunftiger 
Weiterentwicklungen von Hardware und der Entwicklung weiterer, verbesserter 
Pulsprofile die erzielbaren maximalen Anregungsbreiten fiber 15 kHz liegen werden; in 
diesem Falle ist naturlich moglich, im Rahmen der vorliegenden Erfindung die 
Zusammenstellung der Mischung den verfugbaren Anregungsbreiten anzupassen). Die 
Reporter-Signale innerhalb eines Substanzgemisches sollten daher in einem spektralen 
Bereich von weniger als 15 kHz, bevorzugt von weniger als 10 kHz, liegen. Diese 
Bedingung ist insbesondere fur den Isotopenmarker ,9 F zu beachten, dessen bekannte 
spektrale Dispersion bei fiber 150 kHz liegt (entsprechend 300 ppm bei 500 MHz 
Feldstarke). Unter Beriicksichtigung der genannten Kriterien (ausreichende Loslichkeit, 
keine Signaltiberlappung und spektrale Dispersion geringer als ca. 15 kHz) konnen 
Gemisch-Stocklosungen mit beispielsweise bis zu 100 bis 150 Komponenten 
zusammengestellt und unmittelbar im NMR-Screening eingesetzt werden. Naturlich 
bedingt das Erfordernis der Stabilitat der Stocklosungen auch, daB die Verbindungen 
innerhalb jedes Gemisches nicht miteinander reagieren. Als Test fur dieses Kriterium 
kann ein Vergleich der NMR-Spektren des Gemisches fiber einen bestimmten Zeitraum 
dienen: Die Gemische weisen eine ausreichende Stabilitat auf wenn sich das NMR- 
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Spektrum der Mischung liber einen Zeitraum von mindestens einem Tag (bevorzugt: ein 
Monat, starker bevorzugt: ein Jahr) nicht wesentlich andert (d.h. dafi keine 
Signalreduktionen ttber 10% (bevorzugt 5%) und keine neuen Signale von mehr als 5% 
(bevorzugt: 2%) der Intensity der jeweiligen Reportersignale auftreten). Im Hinblick auf 
die erfindungsgemafie Aufgabe der Steigerung des Durchsatzes an gemessenen 
Verbindungen ist es bevorzugt, Mischungen herzustellen, die mindestens 10 (bevorzugt 
mindestens 20, starker bevorzugt mindestens 50) Substanzen enthalten. Limitierende 
Faktoren fiir die maximale Anzahl an Verbindungen in einem Gemisch sind 
Signaluberlappung, spektrale Breite und Reaktivitat der enthaltenen Substanzen. 



5.3 Die erfindungsgemafie Substanzbank 



Die erfindungsgemafie Substanzbank betriflft eine Zusammenstellung von Substanzen, die 
die obengenannten Erfordernisse erffillt und die daher fiir die Durchfuhrung des im 
folgenden beschriebenen screening- Verfahrens geeignet ist. 



5 .4 Das erfindungsgemafie Screening-Verfahren 



Das erfindungsgemafie Screening- Verfahren umfasst in seiner bevorzugten 
Ausftihrungsform die folgenden Schritte: 

(A) Aufhahme eines nach dem vorliegenden Isotopenmarker editierten oder 
gefilterten Referenzspektrums einer Substanzmischung aus der Substanzbank 
gemafi einem der Anspriiche 6 bis 10; 

(B) Herstellung einer Mischung aus dem drug target und der Substanz oder 
Substanzmischung nach Schritt (A); 

(C) Aufiiahme eines Screeningspektrums der in Schritt (B) hergestellten Mischung 
unter den Mefibedingungen aus Schritt (A); 

(D) Identifizierung bindender Liganden durch Vergleich des Screeningspektrums 
mit dem Referenzspektrum anhand von Veranderungen der NMR Signale oder 
des NMR Signals der oder des bindenden Liganden. 
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5 .4. 1 Aufhahme des Referenzspektrums (Schritt A) 

Die Aufhahme des Referenzspektrums einer Substanzmischung in Schritt A des 
erfindungsgemaBen screening- Verfahrens wird in der Regel vor Zugabe zum drug target 
durchgefilhrt, so daB zwischen Referenz- und Screeningspektrum ein Probenwechsel 
erforderlich ist. Die Probenbedingungen - vor allem pH-Wert, Temperatur, 
Losungsmittel, Proben- und Salzkonzentration - sollten dabei mSglichst exakt uber- 
einstimmen, da sie andernfalls Bindungsindikatoren ungewunscht beeinflussen und somit 
zu falsch-positiver Anzeige fuhren konnen. Diese Gefahr droht insbesondere fur die 
hochempfindlichen NMR-Signalfrequenzen als Indikator. Fiir das erfindungsgemafie 
Verfahren werden die Testsubstanzen zwecks Aufhahme der Referenzspektren daher 
generell in verdunnter, waBriger Losung unter Screening-Bedihgungen vermessen, d.h. 
bei gleicher Temperatur und Konzentration in derselben PufferlSsung, in der auch das 
drug target beim spateren Screening gelQst wird. 

ErfindungsgemaB werden die Referenzspektren nicht fur Einzelsubstanzen, sondem fur 
die nach o.a. Kriterien zusammengestellten Substanzmischungen aufgenommen. Hierzu 
wird durch entsprechende Zugabe der DMSO-haltigen Gemisch-Stocklosung zur 
wSfirigen PufferlSsung eine Substanzkonzentration eingestellt, wie sie spater auch fur das 
Screening gelten soil (in der Regel im Bereich lO -1 bis 10° mM). Dabei reicht meist eine 
nur grSBenordnungsmaBig gleiche Konzentrationseinstellung, da dieser Parameter die 
NMR-Indikatoren in der Regel wenig beeinfluBt. Wie erwahnt sollte die DMSO-Zugabe 
5 Volumenprozent jedoch nicht uberschreiten und eine AusfSllung der Substanz 
vermieden werden. Die Auswirkung von Konzentrationsanderungen auf die 
Referenzspektren kann durch eine Titrationsreihe ermittelt werden. Die 
Pufferkonzentration muB ausreichend hoch sein, urn pH-Anderungen durch saure oder 
basische Reaktion der Substanzmischung sowie des drug targets auffangen zu konnen. 
Unter Umstanden begrenzt die Pufferkapazitat mogliche GroBe und Zugabe der 
Substanzgemische. GroBen EinfluB auf die NMR-Indikatoren hat in der Regel die 
MeBtemperatur, die daher fur Referenz- und Screeningspektren ubereinstimmen muB. Die 
bei der Referenzmessung und bei der screening-Messung vorherrschenden Temperaturen 
sollten sich daher um nicht mehr als IK unterscheiden. 

Der besondere Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens der Vermessung von 
Substanzgemischen ist neben dem Zeitgewinn die Tatsache, daB Referenzspektren von 
Substanz£e/«/.sc/ie« inharent standardisiert sind. So kSnnen neben absoluten auch relative 
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Signalfrequenzen ermittelt werden. Das Signal einer Testsubstanz wird somit durch seine 
Position relativ zu den Signalen der anderen Testsubstanzen im Gemisch standardisiert. 
Insbesondere ist aber auch die Standardisierung relativer Signalintensitaten mSglich, die 
als Bindungsindikatoren in der Praxis meist h6here Bedeutung haben. Die relative 
Standardisierung von Signalfrequenzen und -intensitaten wird umso verlaBlicher, je 
umfangreicher die Substanzgemische sind. 

In einer weiteren Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Screening- Verfahrens kfinnen 
den Substanzmischungen auch zusatzliche Standards fiir (relative) Signalfrequenzen und 
-intensitaten hinzugefugt werden. Als Standard ist jede Substanz geeignet, die 
ausreichend wasserlQslich ist und nicht mit dem drug target wechselwirkt, damit also 
moglichst einfach und ohne funktionale Gruppen aufgebaut ist. Fur das l9 F-detektierte 
NMR-Screening waren somit beispielsweise TFE (Trifluorethanol), TFA 
(Trifluoressigsaure) oder Hexafluorbenzol geeignete Standards. 

Bei der wiederholten Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Screening-Verfahrens auf 
verschiedenen drug targets ist es besonders vorteilhaft, das NMR-Screening immer bei 
gleicher MeBtemperatur, pH-Wert und Pufferkonzentration durchzufUhren, urn nicht 
jedesmal emeut Referenzspektren aufhehmen zu mttssen. Dies ist in der Tat fur eine 
groBe Anzahl verschiedener drug targets mSglich, die urn Raumtemperatur (298K) und 
pH = 7 (bevorzugt in > 50mM Phosphatpuffer) stabil und funktional sind. Es ist dennoch 
empfehlenswert, pH- und Temperaturabhangigkeit der Referenzspektren einmal durch 
entsprechende Variation dieser Parameter zu ermitteln. Weiterhin sollte auch die 
Langzeit-Stabilitat der Gemisch- StocklOsungen durch spatere Nachmessungen uberpruft 
werden. 

Die Aufhahme des Referenzspektrums sollte mit demselben NMR-Experiment und 
denselben MeBparametem erfolgen wie fur das Screeningspektrum. Sie wird dort 
ausfuhrlich beschrieben. 

5.4.2 Zugabe der Testsubstanzen zum drug target (Schritt B) 



Die Zugabe der Testsubstanzen zur Ldsung des drug targets (Schritt B) erfolgt bevorzugt 
in Form einer entsprechenden Menge der Gemisch-StocklSsung bis zu maximal ca. 5 
Volumenprozent DMSO-Gehalt. In dieser Screening-Mischung soil die Konzentration 
jeder Substanz unter derjenigen des drug targets liegen, da ein LigandenUberschuB das 
Verhaltnis aus gebundener zu freier Spezies und damit meist den Ausschlag des 
Bindungsindikators reduziert. AuBerdem verbleibt nur im UnterschuB auch in Gegenwart 
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eines stark bindenden Liganden genug freies drug target rum Nachweis konkurrierender 
schwacherer Liganden. Viele Testsubstanzen sind in waBriger Losung ohnehin schwerer 
loslich als das drug target. Die Substanzkonzentration wird also nach oben durch die 
EigenlQslichkeit bzw. die Loslichkeit des drug targets, nach unten durch die benotigte 
MeBdauer zur Aufhahme hinreichend intensiver NMR-Spektren begrenzt. Bevorzugt ist 
eine minimale Konzentration von 0.1 mM, die die Messung ausreichend intensiver 
eindimensionaler Spektren der heteronuklearen Isotopenmarker innerhalb von 5 Minuten 
emtfglicht. Der Einsatz hochempfindlicher Kryo-MeBk6pfe kann die Konzentrations- 
Untergrenze auf unter 0.05 mM senken. 



5.4.3 Aufhahme des Screeningspektrums (Schritt C) 
5.4.3.1 Allgemeines 

Zur Aufhahme des Screeningspektrums (Schritt C) wird ein nach dem vorliegenden 
Isotopenmarker editiertes oder gefiltertes NMR-Experiment an der Screening-Mischung 
durchgefuhrt, das geeignet ist, die NMR-Indikatoren Signalfrequenz und 
(bindungsmodulierte) Signalintensitat auf den Reportersignalen aufzuzeichnen. Wahrend 
die Signalfrequenz prinzipiell aus jedem denkbaren NMR-Experiment erhaitlich ist, kann 
die Signalintensitat mittels verschiedener NMR-Experimente von unterschiedlichen 
bindungsabhangigen Phanomenen (wie z.B. Diffusion, Relaxation oder Magnetisierungs- 
transfer) moduliert werden. 

Signalintensitaten unterliegen wie Signalfrequenzen dem EinfluB mehrerer Parameter, 
sind jedoch im Gegensatz zu letzteren weniger von Probenbedingungen als vielmehr von 
MeBparametem abhSngig. Insofern muB primaY meBtechnisch gewahrleistet werden, daB 
die Modulation der Signalintensitaten von den gewOnschten bindungsabhangigen 
Effekten dominiert wird. Bei den NMR-Screeningtechniken des erfindungsgemaBen 
Verfahrens erfolgt die Anregung auf den Isotopenmarkern, die teilweise lange 
enthalpische T,-Relaxationszeiten aufweisen konnen. Bei rascher Abfolge der Scans 
eines NMR-Experimentes kann es daher zu unterschiedlicher Sattigung der 
Reportersignale kommen, die vom AusmaB der Anregung und der Interscan-Wartezeit 
abhSngt. Partielle Sattigung verfalscht die Signalintensitaten und muB durch kleine 
Anregungspulswinkel oder ausreichend lange Interscan-W artezeiten minimiert werden, 
die mindestens das Dreifache der langsten T,-Relaxationszeit betragen sollten. T,- 
Relaxationszeiten konnen vom Fachmann schnell durch Inversion-Recovery Experimente 
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(Bodenhausen: Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 1981, 14, 137ff) 
einmalig an der reinen Substanzmischung bestimmt werden. In der Praxis dttrfte eine 
Interscan-Wartezeit von 2-3 Sekunden meist ausreichen. 

5.4.3.2 Einsatz inverser, heteronuklear gefilterter Experimente 

In einer alternativen Ausfthrungsform der nachfolgend beschriebenen heteronuklear 
editierten Experimente mit direkter Beobachtung und Frequenzaufzeichnung der 
Isotopenmarker kann auch nach diesen selektiert werden, falls der Isotopenmarker stark 
mit Protonen koppelt, wie beispielsweise 13 C zu direkt gebundenen l H. In diesem Fall 
wird indirekt auf den skalar gekoppelten Protonen detektiert. Die NMR-Module zum 
Selektieren von Heterokernen (sog. Isotopenfilter) sind dem Fachmann gelaufig (Breeze: 
Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 2000, 36, 323-372). Vorteil 
dieses Verfahrens ist die Ausnutzung der meist erheblich hoheren NMR-Empfindlichkeit 
sowie der u.U. gOnstigeren Relaxationseigenschaften der Protonen gegenuber dem 
Isotopenmarker. Problematisch sind jedoch die notwendige Unterdrttckung des intensiven 
Wassersignals sowie die geringere Dispersion und hohe Uberlagerung im homonuklearen 
(Gemisch-) Protonenspektrum. Bei starker Kopplung sollte im ubrigen immer der nicht 
beobachtete Kern entkoppelt werden. 

5.4.3.3 Basisexperiment 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird das 
einfachste denkbare NMR-Experiment, bestehend aus nur einem Anregungspuls fur die 
Isotopenmarker, zur Generierung eines eindimensionalen Spektrums der heteronuklearen 
Reportersignale durchgefuhrt. Dieses Experiment besitzt naturgemaB die groBte 
Anregungsbreite und ist deshalb besonders fur die Isotopenmarker F und C geeignet. 
Das resultierende Spektrum erfaBt nicht nur die Signalfrequenzen, sondem auch die 
relaxationsabhSngigen und damit bindungsmodulierten Signalintensitaten, die wahrend 
der Dauer der Signal aufzeichnung entropischer T 2 -Relaxation unterliegen. 

Dieses Basisexperiment weist - aufgrund der minimalen Anzahl von nur einem 
Anregungspuls - die grdfite homogene Bandbreite auf und ist daher besonders geeignet, 
wenn Substanzmischungen mit sehr hoher spektraler Dispersion der Reportersignale 
vermessen werden mussen. Das Experiment weist allerdings aufgrund seiner Einfachkeit 
auch die geringste Anzeigesicherheit auf, da die NMR-beobachtbaren 
bindungsinduzierten Effekte hier nicht verstarkt werden. 

5 .4.3 .4 Einsatz von Relaxationsfiltern 
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In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgem&Ben Verfahrens wird 
das AusmaB der bindungsmodulierten SignaldSmpfung aufgrund entropischer Relaxation 
noch durch den Einbau eines Relaxations/liters verstarkt. Diese T 2 - bzw. Tip-Relaxation 
ist besonders geeignet, die bindungsbedingte Mobilitatsabnahme eines Liganden 
eindeutig anzuzeigen. Dies gilt in besonderem MaBe fur Isotopenmarker mit 
Quadrupolkern (z.B. 2 H) die besonders relaxationsempfindlich auf Anderung ihrer 
chemischen Umgebung reagieren. Zur Betonung des Relaxationseffektes muB lediglich 
die Laufzeit der NMR-KohSrenz im Experiment verlangert werden. Im Fall der T 2 - 
Filterung geschieht dies durch Einbau eines oder mehrerer zentrischer 180°- 
Rephasierungspulse auf dem Isotopenmarker zwecks Erzielung von Spin-Echos. Im Fall 
der T lp -Filterung wird die NMR-Koharenz nicht durch Pulse periodisch rephasiert, 
sondern durch kontinuierliche Einstrahlung eines schwachen Radiofrequenzfeldes 
eingefroren (sog. SpinLock). Beide Verfahren sind dem Fachmann hinlSnglich bekannt 
(Meiboom S., Gill D., Rev. Set Instrum. 1958, 29, 688; Hajduk P.J., Olejniczak E.T., 
Fesik S.W., J.Am.Chem.Soc. 1997, 119,12257-12261: "One-dimensional relaxation- and 
diffusion-edited NMR methods for screening compounds that bind to macromolecules"). 
Die zusStzliche Betonung der bindungsinduzierten Relaxationsverluste durch den 
Relaxationsfilter stellt eine wesentliche Verbesserung gegeniiber dem in 5.4.3.3 
erwahnten Basisexperiment dar. Die Wirksamkeit des Moduls nimmt stark ab mit 
zunehmender spektraler Dispersion der Reportersignale in Mischungen; oberhalb ca. 10 
kHz spektraler Dispersion sollte diese Ausfuhrungsform nicht mehr verwendet werden. 

5.4.3.5 Einsatz von Diffusionsfiltern 

In einer weiteren Ausfuhrung des beanspruchten Verfahrens wird ein Diffusionsfilter zur 
bindungsinduzierten Modulation der Signalintensitaten implementiert. Dies geschieht 
durch Einbau eines Feldgradienten-Echos (Johnson: Progress in Nuclear Magnetic 
Resonance Spectroscopy 1999, 34, 203-256; Wu, Chen und Johnson: Journal of Magnetic 
Resonance 1995, A115, 260). Durch den Diffusionsfilter wird die mobile freie Form 
starker gedampft als die immobile target-gebundene Form der Liganden; in derselben 
Richtung wirkt die (schwachere) T r Relaxationsdampfung wahrend der Diflfusions- 
Mischzeit. Die gerade fur die immobile target-gebundene Form bedeutsame entropische 
T 2 -Relaxationsdampfiing, die unweigerlich wahrend der Gradientenechos und der 
Akquisitionszeit wirkt, ist dem Effekt des Diffusionsfilters jedoch entgegengesetzt und 
reduziert somit unerwunscht die Amplitude der bindungsinduzierten Signalmodulation. 
Zur Vermeidung falsch-positiver Anzeige, bei der die diffiisionsbedingte 
Signalverstarkung durch T 2 -bedingte Signaldampfiing kompensiert wird, sollte das drug 




WO 03/096044 M ^CT7DE03/01473 

28 

target selbst noch NMR-beobachtbar, d.h. nicht so groB sein, daB seine rasche Relaxation 
zur Signalausloschung ftihrt 

Ansonsten besitzt das Diffusionsfilter-Modul eine hdhere Bandbreite als das 
Relaxationsfilter-Modul und kann daher auch fur Gemischspektren mit ttber 10 kHz gut 
eingesetzt werden. 

5.4.3.6 Einsatz und Messung des heteronuklearen 'H,X-NOE als Bindungsindikator 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird die 
Reporter-Signalintensitat durch den bindungsabhangigen heteronuklearen 'H->X-NOE 
moduliert. Wie dem Fachmann bekannt, wird hierzu die Protonenmagnetisierung gestOrt, 
beispielsweise durch Inversion oder bevorzugt durch kontinuierliche Einstrahlung 
(Sattigung). Die durch dipolare Kopplung auf den Isotopenmarker ttbertragene Magneti- 
sierung wird nach einer gewissen NOE-Entwicklungszeit bzw. Sattigungsdauer (von 10*' 
bis 10 1 Sekunden) als Intensitatsmodulation des Reportersignales abgelesen. Sie ergibt 
sich durch Vergleich mit einem identischen Spektrum ohne Stoning der Protonen- 
magnetisierung (hierzu wird bevorzugt im selben Experiment einfach die Protonen- 
Sendefrequenz um mindestens 20 kHz (bevorzugt um mindestens 50 kHz) auBerhalb des 
Resonanzbereiches geschoben). Division beider (eindimensionalen) Spektren liefert den 
Wert des 'H->X-NOE; Division der Differenz beider Spektren durch die ungestfirten 
Signalintensitaten liefert den Wert der 'H-^X-NOE-Verstarkung, t| . 

Der mefibare 'H-^X-NOE setzt sich aus mehreren Beitragen zusammen. Der 
witermolekulare l H^X-NOE zwischen Protonen des drug targets und dem Isotopen- 
marker des Liganden ist ein unmittelbarer und lokaler Bindungsindikator, zu dessen 
sicherer ErfaBbarkeit daher moglichst mehrere Isotopenmarker Uber das Ligandenmolekul 
verteilt vorliegen sollten. Der inframolekulare 'H->X-NOE zwischen Protonen und 
Isotopenmarker desselben Ligandenmolekuls zeigt als Relaxationsphahomen Bindung 
hingegen indirekt und global Uber eine Mobilitatsabnahme an. Mit Ausnahme des dem 
homonuklearen 'H-^'H-NOE vergleichbaren heteronuklearen 'H-^ l9 F-NOE nehmen 
allgemein sowohl die Amplitude als auch die Aufbaurate des 'H-»X-NOE mit der 
Mobilitat ab. Fur stark bindende Liganden werden zwei separate Signalsatze fur freie 
bzw. gebundene Form beobachtet. Nur letztere kann naturgemaB die Bindung anzeigen. 
Fur schwach bindende Liganden wird ein gemittelter Signalsatz beobachtet, in dem sich 
die 'H->X-NOE der freien und gebundenen Formen iiberlagern. Wiederum wird nur der 
Beitrag des intramolekularen 'H-»-X-NOE fur den gebundenen Liganden, als Transfer- 
NOE (irNOE) bezeichnet, durch die bindungsbedingte Mobilitatsabnahme moduliert. 
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In einer bevorzugten Ausformung dieser Ausfuhrung wird auf die Unterscheidung von 
inter- und intramolekularem 'H-»X-NOE verzichtet, da jedwede Veranderungen der 
durch den 'H-»X-NOE modulierten Reportersignal-Intensitaten nach Zugabe der 
Substanzmischung zum drug target offensichtlich auf Ligandenbindung zuruckgefuhrt 
werden konnen. Dieses sehr einfache Experiment hat eine dem in 5.4.3.3 erwahnten 
Basisexperiment vergleichbare Bandbreite, mit den dort geschilderten 
Einsatzschwerpunkten. Es kann jedoch zur Kompensation intensitatmodulierender intra- 
und intermolekularer NOE kommen, mit der Gefahr falsch-negativer Anzeige. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden inter- und intramolekulare 
H->X-NOE unterschieden, wozu eine Unterscheidung der Protonen der Substanzen und 
des drug targets anhand ihrer Frequenzen notig ist. Die Zuordnung des 'H-»X-NOE zu 
einem bestimmten Proton ist durch selektive Stoning seiner Frequenzen und Beobachtung 
der Auswirkung auf die Reporter-Signalintensitat uberprtifbar. Alternativ zu diesen 
selektiven eindimensionalen 'H^-X-NOE-Spektren kann ein zweidimensionales l H,X- 
NOESY-Spektrum aufgenommen werden. Es enthalt ausschlieBlich Korrelationssignale, 
die die Frequenzen der Isotopenmarker (in der direkten Dimension) und aller dipolar 
koppelnden Protonen (in der zweiten, indirekten Dimension) korrelieren. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung dieser Ausformung werden selektiv nur 
eindeutig dem drug target zuordenbare Protonenfrequenzen gestort (Klein, Meinecke et 
al.: Journal of the American Chemical Society 1999, 121, 5336-5337; Mayer and Meyer: 
Angewandte Chemie, International Edition in English 1999, 38, 1784-1788). Je groBer 
das drug target Molekul, umso rascher hilft das Phanomen der Spin-Diffusion bei der 
erwiinschten Verteilung der StQrung Uber das gesamte Molekul. Im eindimensionalen 
Spektrum des Isotopenmarkers offenbart sich dann ausschlieBlich der intermolekulare 
H-»X-NOE als Transfer von Magnetisierung bzw. Sattigung vom drug target auf den 
Ligand. Dieser unmittelbare und eindeutige Bindungsindikator benOtigt als besonderen 
Vorteil keine Referenzmessung an der freien Substanz(mischung), mithin keinen Proben- 
wechsel - es muB lediglich ein Vergleichsspektrum ohne Protonensattigung durchgefuhrt 
werden. In seiner Breitbandigkeit ist das Experiment dem in 5.4.3.3 erwahnten 
Basisexperiment vergleichbar. Es soil nur dann nicht zum Einsatz kommen, wenn sehr 
stark bindende Liganden (mit KD < 10" 8 M) gesucht werden, die mit dieser Methode 
nicht entdeckt werden konnen. Die Methode kann nur dann angewendet werden, wenn 
mindestens ein deutlich verschiedenes Protonen-Spektralband fur das drug target bzgl. 
der Testsubstanzen existiert, das die erforderliche selektive Sattigung des targets erlaubt. 
In einer speziellen Ausfuhrungsform wird der intermolekulare Magnetisierungs- bzw. 
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Sattigungstransfer invers als X-^H-NOE auf dem drug target gemessen, besonders 
bevorzugt im Falle X = »9f. Dies hat den Vorteil, daB aufgrund der Abwesenheit des 
Isotopenmarkers im drug target immer eine selektive Sattigung, in diesem Fall auf den 
Testsubstanzen, moglich ist und damit falsch-positive Anzeige aufgrund teilweiser 
intramolekularer Sattigung nicht auftreten konnen. Dieser Vorteil wird allerdings erkauft 
mit der Notwendigkeit, das drug target NMR-spektroskopisch beobachten zu konnen, was 
dessen Gr6Be auf maximal ca. 40-50 kDa begrenzt. Ebenso mUssen die Signale aller 
Isotopenmarker innerhalb von Substanzmischungen innerhalb 10 kHz liegen, da sonst 
keine homogene Sattigung mehr mdglich ist. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausgestaltung dieser Asfuhrungsform wird ein 
zweidimensionales 'H.X-NOESY-Spektrum aufgenommen, in dem intra- und intermole- 
kulare l H-»X-NOE uber die Protonenfrequenzen unterschieden werden konnen. Die 
Beobachtung mtermolekularer Korrelationssignale zwischen eindeutig dem drug target 
zuordenbaren Protonen und dem Reportersignal eines Liganden ist wiederum 
unmittelbarer Beweis der Bindung. Sofern die Signalpositionen der intramolekularen 
Protonen der einzelnen Liganden bekannt sind, kann eine Referenzmessungen entfallen. 
Im Falle des 'H^-NOESY ist ausnahmsweise auch anhand der m/ramolekularen 
Korrelationssignale des Liganden unmittelbar eine Ligandenbindung erkennbar, da sich 
hier wie auch im homonuklearen 'H,'H-NOESY eine Vorzeichenumkehr beim Ubergang 
zwischen hochmobiler freier (negativ) und immobiler gebundener Form (positiv) ergibt. 
Im Gegensatz zum homonuklearen Fall sind - wie eingangs erwahnt - nun aber aufgrund 
des Isotopenmarkers sowohl schwache als auch stark bindende Liganden eindeutig 
erfaBbar, da auch der gebundene Zustand des Liganden selektiv beobachtbar ist. Diese 
Experimente sind besonders dann bevorzugt, wenn mangels hinreichender spektraler 
Unterscheidung der Protonensignale von drug target und Testsubstanzen keine selektive 
Sattigung nur einer Spezies (meist das drug target) moglich ist: 

Durch die selektive Erfassung des intermolekularen 'H-^X-NOE als unmittelbarem 
Bindungsindikator mittels eines dieser Experimente ergibt sich also ein modifizierter 
Ablauf des erfindungsgemaBen Verfahrens, bei dem die Aumahme des Referenz- 
spektrums erleichtert bzw. sogar ttberflussig wird. Er umfaBt die folgenden Schritte: 

(A) Herstellung einer Mischung aus dem drug target und der Substanzmischung 
aus der Substanzbank gemSB einem der Anspruche 6 bis 1 0; 

(B') Aumahme eines NMR-Screeningspektrums der Mischung aus Schritt (A), mit 
dem selektiv ein witermolekularer heteronuklearer Magnetisierungstransfer 
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zwischen Protonen des drug targets und Isotopenmarkern der Liganden erfafit 
werden kann; 

(C) Aufhahme eines Referenzspektrums anhand derselben Mischung und mit 
demselben NMR-Experiment wie in Schritt (B), wobei nunmehr jedoch die 
St8rung der Protonenmagnetisierung unterbleiben muB; im Falle des 
zweidimensionalen 'H.X-NOESY-Experimentes kann die Aufiiahme eines 
Referenzspektrums entfallen; 

(D') Identifizierung bindender Liganden anhand von Veranderungen ihrer NMR- 
Signale zwischen Referenz- und Screeningspektrum bzw. 

Zu den in diesem Abschnitt beschriebenen Experimenten ist weiterhin zu vermerken, da8 

diese, abweichend von den anderen beschriebenen Experimenten, keine stark bindeiiden 

Liganden nachzuweisen verm6gen. Andererseits haben diese Experimente den Vorteil, 

daB sie bereits mit weitaus niedrigeren Konzentrationen des drug targets (beispielsweise 

im Bereich von 10 urn bis 100 urn) durchgefiihrt werden kOnnen. Es empfiehlt sich 

deshalb bei diesen Experimenten mit einem moglichst hohen Liganden- (bzw. 

Substanzen-)uberschuB zu arbeiten, da der Bindungsindikator durch den Anteil an 

dissoziierenden Liganden und nicht durch den Anteil an gebundenen Liganden gepragt 
ist. 



5 .4.4 Die Identifizierung bindender Liganden (Schritt D) 

Die Identifizierung bindender Liganden (Schritt D) erfolgt iiber einen Vergleich der 
Reportersignale der Isotopenmarker im Referenz- und im Screeningspektrum; bei 
Beobachtung des heteronuklearen 'H->X-NOE als Bindungsindikator gelten die dort 
beschriebenen Besonderheiten. In jedem Fall werden sowohl die Signalfrequenz als auch 
die relative Signalintensitat, bedarfsweise auch die Signalbreite verglichen und aus 
signifikanten Veranderungen auf Ligandenbindung geschlossen. In einer besonders 
bevorzugten Ausgestaltung des beanspruchten Verfahrens werden zunachst die 
Frequenzen und relativen Intensitaten aller Reportersignale des Referenzspektrums fur 
jedes Substanzgemisch erfaBt. Derartige Referenz-Signallisten kfinnen einfach und 
automatisch durch kommerzielle NMR-Software generiert werden. AnschlieBend wird im 
zugehorigen Screeningspektrum innerhalb eines gewissen Toleranzbereiches urn die in 
der Referenz-Signalliste vorgegebenen Frequenzen nach dem (lokalen) Intensitats- 
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maximum gesucht; dies erfaBt Frequenz- und Intensitatsanderungen gleichermaBen. 
Danach werden die Quotienten korrespondierender Signalintensitaten und ihr Mittelwert 
berechnet. Bin signifikant abweichender Intensitatsquotient deutet fur die entsprechende 
Substanz auf Bindung hin. Als signifikant kann beispielsweise Divergenz urn mehr als 
die Standardabweichung gelten. Es ist bei diesem Verfahren gleichgultig, ob bindende 
Liganden durch das NMR-Experiment eine Signalerhohung (z.B. durch verlangsamte 
Diffusion) oder eine Signaldampfung (z.B. durch beschleunigte Relaxation) erfahren. 
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6. Ausfuhrungsbeispiele 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird beispielhaft fur ,9 F-detektiertes NMR-Screening 
eines Satzes von 12 fluorierten Verbindungen erlautert. Als target- Protein wird bovines 
aH-Chymotrypsin eingesetzt (Sigma-Aldrich-Nr. C4129). Gemessen wurde auf einem 
BRUKER DMX600 (mit 600 MHz Protonenfrequenz) mit einem 19 F, *H - DualmeBkopf. 
Bei dieser Feldstarke liegt die 19 F-Frequenz bei ca. 564.6 MHz. 

Die fluorierten Substanzen sind samt ihrer 19 F Signalfrequenzen in Tabelle 1 aufgelistet. 
Die MeBbedingungen hierffir (0.25mM waBrige Losungen bei pH=7, 50mM Phosphat- 
Puffer, 298K) entsprechen den Probenbedingungen des target-Proteins, die fur das 
Screening bestimmend sind. Die Substanzen wurden als 0.5M Gemisch-StocklSsung in 
D 6 -DMSO bereitgestellt. 

Fur jede der Testsubstanzen wurde unter den o.a. Standardbedingungen die ,9 F chemische 
Verschiebung bestimmt (vgl. Tabelle 1). Urn noch eine weitgehend homogene 
Reportersignal-Anregung gewahrleisten zu k6nnen, wurden die Testsubstanzen 
anschliefiend in drei Submischungen zusammengestellt, so daB die enthaltenen I9 F- 
Signale jeder Submischung eine Dispersion von maximal ca. 15 kHz aufweisen (bei 600 
MHz Feldstarke). Diese drei Submischungen wurden als Gemisch-Stocklfisungen 
bereitgestellt und auch nachfolgend vermessen. Die festen stOchiometrischen 
Verhaltnisse der einzelnen Testsubstanzen untereinander erlauben so eine relative 
Referenzierung sowohl der Frequenzen als auch der Intensitaten der Reportersignale. 

Abb. la) - c) zeigt die sehr Ubersichtlichen, uberlagerungsfreien l9 F-Spektren der 
Subgemische (unter o.a. Standardbedingungen), die pro Testsubstanz nur ein einziges 
Reportersignal enthalten. Im Gegensatz dazu sind die zugehorigen 'H-Spektren aufgrund 
der groBeren Anzahl z.T. stark ttberlagerter Protonensignale sehr komplex, nicht mehr 
separierbar und werden vom nicht vollstandig unterdruckbaren Wassersignal dominiert. 

Die gezeigten ,9 F-Spektren wurden mit dem einfachsten und breitbandigsten 
Basisexperiment, bestehend aus nur einem einzigen Puis auf der l9 F-Frequenz, 
aufgenommen. Der Puis hatte bei maximaler Senderleistung (ca. 50W) eine Dauer von 15 
MS, entsprechend einem Pulswinkel von ca. 75°. Wahrend der Aufzeichnung des 
Fluorsignales wurde breitbandig von den Protonen entkoppelt (mittels WALTZ 16- 
Sequenz (Shaka A.J., Keeler, J., Frenkiel T., Freeman R., J.Mag.Reson. 1983, 52, 335- 
338:"An improved sequence for broadband decoupling: WALTZ 16") und einem 90°- 



WO 03/096044 



34 



CT7DE03/01473 



Entkoppelpuls von 74 us Lange). Da keinc dominanten 19 F-Hintergrundsignale existieren, 
konnte der Empfangsvorverstarker auf den gerSteverfugbaren Maximalwert von 32K 
eingestellt werden. Die Spektren wurden mit 32 Scans aufgenommen und dauerten 
jeweils ca. 2 Minuten. Die Wartezeit zwischen einzelnen Scans betrug 3.2 s, innerhalb 
der die enthalpische Relaxation der ,9 F-Spins weitgehend abgeschlossen ist 
(verantwortlich hierftir ist primar die rasche Relaxation bei 600 MHz Feldstarke aufgrund 
der z.T. sehr groBen chemischen Verschiebungsanisotropie des l9 F-Kerns). Unterschiede 
in den Signalintensitaten sind daher primar auf leicht unterschiedliche Konzentrationen 
der einzelnen Testsubstanzen im Gemisch zuruckzufuhren. Dabei weist Flurbiprofen 
aufgrund seiner sehr geringen L6slichkeit in Wasser die deutlichste Abweichung der 
Signalintensitat auf. Diese Intensitatsunterscbiede sind jedoch unerheblich, da sie von der 
Gemisch-StocklSsung vorgegeben werden und damit einheitlich reproduzierbar sind im 
Verlauf des Screenings. 

Zur Suche nach bindenden Liganden unter den Testsubstanzen wurden die Gemisch- 
Stocklosungen zur ImM wSBrigen L6sung des target-Proteins all-Chymotrypsin 
zugegeben, bis ein vierfacher SubstanzunterschuB erreicht war (d.h. 0.25mM 
Substanzkonzentration). Dieses inverse Konzentrationsverhaltnis (bei dem das target- 
Protein im OberschuB vorliegt) wurde fur das beschriebene Anschauungsbeispiel 
gewahlt, da die Substanzbank mit vermuteten bzw. bekannten Ligandenmotiven 
angereichert war, fur deren gleichzeitigen Nachweis ausreichende Proteinmengen 
vorhanden sein sollten. AnschlieBend wurde dasselbe Basisexperiment unter gleichen 
Proben- und MeBbedingungen wiederholt wie oben zur Aumahme der Referenzspektren 
beschrieben. 

Die erhaltenen l9 F-Screening-Spektren sind in Abbildung 1 a) - c) unterlegt und zeigen 
deutlich und in unterschiedlicher Starke die Bindung mehrerer Liganden, zumeist tiber 
eine Abnahme derer Reportersignal-Intensitaten, an. Referenziert wurden die Spektren, 
wie im Text beschrieben, auf gleiche Intensitat des bzw. der jeweils intensivsten 
Reportersignale. Fur 5-Fluoro-l-(tetrahydro-2-Furfuryl)uracil wird einzig eine Verschie- 
bung der Frequenz des Reportersignales beobachtet, nicht aber dessen Intensitats- 
abnahme. Da eine Frequenzverschiebung infolge Signalmittelung (zwischen freier und 
gebundener Form der Substanz) jedoch auch eine Intensitatsabnahme zur Folge haben 
sollte, wird fur diese Substanz von keiner Bindung ausgegangen. Als primarer 
Bindungsindikator wird also die Signalintensitat, als optionaler Bindungsindikator die 
Signalfrequenz gewertet. Auffallig ist weiterhin, daB der bekannte schwache Ligand 3- 
Fluoro-dl-tyrosin nicht indiziert wird, vermutlich jedoch allein deshalb, weil er in 
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Gegenwart der ubrigen, wahrscheinlich starker bindenden Liganden kompetitiv verdrangt 
wird. 

Als Blindprobe zur Verifizierung der Ergebnisse ftir all-Chymotrypsin wurde das 
Screening mit Lysozym als target-Protein wiederholt (unter identischen Proben- und 
MeBbedingungen). Von alien Testsubstanzen war zu erwarten, daB sie nicht an dieses 
Enzym binden. Die 19 F-Spektren bestatigen dies (Fig. 1 a)-c)). Etwaige minimale 
Veranderungen der Intensitat und Frequenz der Reportersignale gegenuber dem target- 
freien Referenzspektrum zeigen dabei die statistische Schwankung bzw. Genauigkeit der 
Bindungsindikatoren an, die bei der Interpretation der Screening-Ergebnisse 
berucksichtigt werden muB (im beschriebenen Falle lag die statistisch irrelevante 
Abweichung der Signalintensitat somit bei ca. 5-10%). 



Nr. 


Testsubstanz 


19 F chemische 
Verschiebung 
[ppm] bei 298K 


Submischung 


1 


1 -(2-Trifluoromethylphenyl)Imidazol 


-59.8338 


A 


2 


Triflurpromazin 


-62.5434 


A 


3 


2,2,2-Trifluoroethanol 


-77.0377 


A 


4 


4-FluorobenzoesSure 


-110.6738 


B 


5 


3-Fluorophenol 


-112.7807 


B 


6 


Flurbiprofen 


-119.6990 


B 


7 


5-Fluoro-dI-Trytophan 


-125.2177 


B 


8 


3-Fluoropyridin 


-126.1083 


B 


9 


3 -Fluoro-dl-tyrosin 


-136.9706 


B 


10 


5-Fluorouridin 


-165.5586 


C 


11 


5-Fluoro- 1 -(tetrahydro-2-Furfuryl)uracil 


-167.0751 


C 


12 


5-Fluorouracil 


-169.6517 


c 



Tabelle 1 Ubersicht der verwendeten fluorierten Testsubstanzen samt ihrer bei 298K 
bestimmten 19 F NMR-Frequenzen (in ppm, gemessen in waBriger Losung mit 50mM 
Phosphatpuffer, pH=7.2, bei 25°C). Die angegebenen Nummern dienen der 
Identifizierung in den abgebildeten Spektren. Nach Analyse der ,9 F Frequenzen wurden 
die Substanzen in drei Submischungen dergestalt zusammengestellt, daB die 
Verschiebungsdispersion max. ca. 15 kHz (bei 600 MHz Feldstarke) betragt. Die fett 
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gedruckten Substanzen wurden anhand einer Intensitatsabnahme ihrer Reportersignale 
eindeutig als bindende Liganden von all-Chymotrypsin identifiziert. 

Fig.l.a zeigt das 19 F-Spektrum der Submischung A ohne target-Protein (hellgrau, oben), 
mit Lysozym als Blindprobe (grau, Mitte) sowie mit all-Chymotrypsin als target-Protein 
(schwarz, unten). Die Reportersignale sind iiber die angegebenen Nummern den 
Testsubstanzen aus Tabelle 1 zugeordnet. Dabei ist die Signalintensitat von Substanz 2 
(Triflurpromazin) aufgrund ihrer sehr geringen Loslichkeit stark reduziert. Deutlich wird 
sie dennoch als bindender Ligand fttr all-Chymotrypsin, nicht jedoch flir Lysozym, 
primar uber eine Intensitatsabnahme ihres 19 F-Reportersignales (vgl. Pfeil) angezeigt. Die 
leichte Intensitatsabnahme des Reportersignales von Substanz 1 (um ca. -10%) wird als 
statistisch irrelevant gewertet. 

Fig.l.b stellt das ,9 F-Spektrum der Submischung B ohne target-Protein (hellgrau, oben), 
mit Lysozym als Blindprobe (grau, Mitte) sowie mit all-Chymotrypsin als target-Protein 
(schwarz, unten) dar. Die Reportersignale sind tiber die angegebenen Nummern den 
Testsubstanzen aus Tabelle 1 zugeordnet. Die Substanzen 4, 5, 6 und 7 werden als 
bindende Liganden fur all-Chymotrypsin, nicht jedoch fur Lysozym, primar uber eine 
deutliche Intensitatsabnahme ihres 19 F-Reportersignales (vgL Pfeile) angezeigt. 

Das 19 F-Spektrum der Submischung C ohne target-Protein (hellgrau), mit Lysozym als 
Blindprobe (grau) sowie mit all-Chymotrypsin als target-Protein (schwarz) ist in Fig.l.c 
dargestellt. Die Reportersignale sind uber die angegebenen Nummern den Testsubstanzen 
aus Tabelle 1 zugeordnet. Fttr Substanzen 10 und 11 wird eine leichte Verschiebung der 
Reportersignal-Frequenz beobachtet, jedoch nur fttr Substanz 10 auch eine gleichzeitige 
Halbierung der Signalintensitat. Damit wird Substanz 10 eindeutig als Ligand fur all- 
Chymotrypsin, nicht jedoch fttr Lysozym, angezeigt. Substanz 1 1 wird als falsch-positiv 
gewertet, da der primare Bindungsindikator Signalintensitat nicht anzeigt. 

Somit wurde gezeigt, daB das erfindungsgemaBe Verfahren geeignet ist, auch gleich 
mehrere z.T. stark bindende Liganden von nicht bindenden Substanzen, die in der selben 
Mischung vorliegen, zu unterscheiden. Daraus folgt, daB die die der Erfindung zu Grunde 
liegende Aufgabe der Beschleunigung des screening- Verfahrens durch die Verwendung 
von Mischungen auch gel6st wird ohne daB die Zuveriassigkeit der so erhaltenen 
Ergebnisse beeintrachtigt wird. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Zusammenstellung einer Substanzbank zum Zwecke der 
Wirkstoffsuche mittels heteronuklearer NMR-Spektroskopie, umfassend die 
folgenden Schritte: 

(i) Auswahl einer Anzahl Substanzen, die jeweils einen oder mehrere Kerne eines 
Elementes bzw. Isotopes enthalten (sogenannte Isotopenmarker), welches 
nicht oder nur in geringer natttrlicher Haufigkeit vorkommt und der Messung 
mittels NMR-Spektroskopie zuganglich ist; 

(ii) Bestimmung der NMR-Resonanzfrequenzen der Isotopenmarker in den 
ausgewShlten Substanzen; 

(iii) Gruppierung der ausgewahlten Substanzen in eine oder mehrere 
Teilmenge(n), so daB innerhalb jeder Teilmenge sich die Signalfrequenz eines 
jeden Isotopenmarkers mindestens urn das Doppelte der jeweiligen Breite des 
Signals auf halber Hohe (sogenannte Linienbreite) von den Signalfrequenzen 
aller anderen Isotopenmarker innerhalb der Teilmenge unterscheidet und 
innerhalb jeder Teilmenge alle Signalfrequenzen der Isotopenmarker 
innerhalb eines spektralen Bereiches von 15 kHz fallen, mit der MaBgabe, daB 
die Substanzen jeder Teilmenge untereinander nicht reagieren; 

(iv) Herstellung von einem oder mehreren Substanzgemisch(en), wobei fur jedes 
Substanzgemisch alle Substanzen der jeweiligen Teilmenge gemaB Schritt 
(iii) gemischt werden. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , worin die Substanzgemische in DMSO bei einer 
Konzentration von jeweils mindestens 0.05M gelost werden. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, worin der Isotopenmarker l9 F ist. 

4. Verfahren gemaB Anspruch I oder 2, worin der Isotopenmarker 2 H ist. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, worin der Isotopenmarker l3 C ist. 

6. Substanzbank, umfassend eine Anzahl von Substanzen, wobei alle Substanzen 
jeweils eine oder mehrere Isotopenmarkierungen des selben Typs aufweisen 
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und wobei die Substanzen in einem oder mehreren Substanzgemisch(en) 
vorliegen, in denen innerhalb jedes Substanzgemisches sich die Signalfrequenz 
eines jeden Isotopenmarkers mindestens um das Doppelte der Linienbreite von 
den Signalfrequenzen aller anderen Isotopenmarker innerhalb des 
Substanzgemisches unterscheidet und innerhalb jedes Substanzgemisches alle 
Signalfrequenzen der Isotopenmarker innerhalb eines spektralen Bereiches von 
15 kHz fallen, mit der MaBgabe, daB die Substanzen jedes Substanzgemischs 
untereinander nicht reagieren. 

7. Substanzbank gemaB Anspruch 6, worin die Substanzgemische in DMSO bei 
einer Konzentration von jeweils mindestens 0.05M gelost sind. 

8. Substanzbank gemaB Anspruch 6 oder 7, worin der Isotopenmarker 19 F ist. 

9. Substanzbank gemaB Anspruch 6 oder 7, worin der Isotopenmarker H ist. 

1 0. Substanzbank gemaB Anspruch 6 oder 7, worin der Isotopenmarker C ist 

1 1 . Verfahren zum Identifizieren oder screenen von Wirkstoffen, die an ein drug 
target binden, umfassend die folgenden Schritte: 

(A) Aufiiahme eines Referenzspektrums einer Substanzmischung aus der 
Substanzbank gemaB einem der Anspruche 6 bis 10, das ein nach der 
Isotopenmarkierung gefiltertes oder editiertes NMR-Spektrum ist, oder 
ein NMR Spektrum, bei dem die Signale der Isotopenmarkierung(en) 
direkt gemessen werden; 

(B) Herstellung einer Mischung aus dem drug target und der 
Substanzmischung nach Schritt (A); 

(C) Aufiiahme eines Screeningspektrums der in Schritt (B) hergestellten 
Mischung unter den MeBbedingungen aus Schritt (A); 

(D) Identifizierung bindender Liganden durch Vergleich des 
Screeningspektrums mit dem Referenzspektrum anhand von 
Veranderungen der NMR Signale oder des NMR Signals der oder des 
bindenden Liganden. 
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12. Verfahren gemaB Anspruch 11, worin in den Schritten (A) und (C) ein 
einfaches eindimensionales NMR-Spektrum des Isotopenmarkers 
aufgenommen wird. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 11, worin in den Schritten (A) und (C) ein 
eindimensionales NMR-Spektrum des Isotopenmarkers mit einem eingebauten 
T 2 - oder Ti p -Relaxationsfilter aufgenommen wird. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 11, worin in den Schritten (A) und (C) ein 
eindimensionales NMR-Spektrum des Isotopenmarkers mit einem eingebauten 
Diffusionsfilter aufgenommen wird. 

15. Verfahren gemaB Anspruch 11, worin in den Schritten (A) und (C) ein 
eindimensionales NMR-Spektrum des Isotopenmarkers mit einer eingebauten 
heteronuklearen NOE-Mischsequenz zur Ubertragung von Polarisation der 
Protonen auf den Isotopenmarker aufgenommen wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 11, worin in den Schritten (A) und (C) ein 
eindimensionales Spektrum aufgenommen wird, bei dem ein Koharenztransfer 
von der Isotopenmarkierung auf skalar koppelnde Protonen erfolgt und die 
Detektion auf diesen Protonen erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 11, worin in den Schritten (A) und (C) ein 
eindimensionales Spektrum aufgenommen wird, bei dem ein heteronuklearer 
X-^H-Magnetisierungstranfer von der Isotopenmarkierung auf benachbarte 
Protonen erfolgt und die Detektion auf diesen Protonen erfolgt. 

1 8. Verfahren zum Identifizieren oder screenen von Wirkstoffen, die an ein drug 
target binden, umfassend die folgenden Schritte: 

(A') Herstellung einer Mischung aus dem drug target und der 
Substanzmischung aus der Substanzbank gemSB einem der Anspruche 6 
bis 10; 

(B') Aufhahme eines Screeningspektrums der Mischung aus Schritt (A*), das 
ein NMR-Spektrum ist, bei dem ein heteronuklearer 
Magnetisierungstransfer von Protonen zu dem Isotopenmarker ( l H,X- 
NOE) oder von dem Isotopenmarker zu Protonen (X/H-NOE) erfolgt; 
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(C) Aufoahme eines Referenzspektrums der in Schritt (A') hergestellten 
Mischung unter den MeBbedingungen aus Schritt (B), wobei jedoch die 
Sendefrequenz fur Protonen urn mindestens 50 kHz gegenttber der 
Messung aus Schritt (B') verschoben ist; 

(D') Identifizierung bindender Liganden durch Vergleich des 
Screeningspektrums mit dem Referenzspektrum anhand von 
Veranderungen der NMR Signale oder des NMR Signals der oder des 
bindenden Liganden. 

19. Verfahren gemSfi Anspruch 18, worin zur Unterscheidung zwischen intra- und 
intermolekularem 1 H^C-NOE selektiv nur die Polarisation bzw. Sattigung von 
Protonen des drug targets gestort wird. 

20. Verfahren gemaB Anspruch 18, worin zur Unterscheidung zwischen intra- und 
intermolekularem *H,X-NOE ein zweidimensionales heteronukleares l H,X- 
NOESY aufgenommen wird 

21. Verfahren gemaB Anspruch 18, worin ein zweidimensionales heteronukleares 
X, ! H-NOESY aufgenommen wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 21, worin bindende Liganden 
anhand relativer Frequenz- und/oder Intensitatsveranderungen der 
Substanzgemische zwischen Referenz- und Screeningspektrum identifiziert 
werden. 
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Figur l.a 
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Figur l.b 
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ERSATZBLATT (REGEL 26) 



